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O  estudo  da  micromorfologia  das  flores  é  crucial  para  compreender  o  complexo 
processo  de  polinização  e  a  relação  íntima  que  é  estabelecida  entre  as  flores  e  os  seus 
polinizadores.  A  interacção  planta‐polinizador  constitui  um  factor‐chave  para  a 




As  orquídeas  do  género  Ophrys,  cuja  área  de  distribuição  geográfica  se  centra 
principalmente  na  Bacia  do  Mediterrâneo,  são  polinizadas  por  engano  sexual,  atraindo 
apenas  os  machos  de  uma  única  espécie  de  insecto,  ou  poucas  espécies  afins, 
principalmente abelhas solitárias. Esta relação altamente específica deve‐se ao elevado grau 
de mimetismo químico, visual e táctil que o labelo (a pétala média modificada característica 
da  flor  das  orquídeas)  apresenta  relativamente  às  fêmeas  dos  insectos  polinizadores, 
mimetizando de modo quase perfeito a forma, as dimensões, os padrões de côr e brilho e a 
textura  do  corpo  e,  sobretudo,  o  odor  específico  da  feromona  sexual. Os  insectos‐macho 
são atraídos a longa distância pelo odor floral das Ophrys, durante os seus habituais voos de 
patrulha de fêmeas, sendo levados a pousar no labelo e a efectuar tentativas de cópula com 
ele  (pseudocópula).  Durante  estes movimentos,  as  polinídias  (i.e.  agregados  de  grãos  de 
pólen munidos de um disco pegajoso) aderem à cabeça ou à extremidade do abdómen do 
insecto  que,  ao  ser  enganado  novamente  por  uma  segunda  flor  de  Ophrys  da  mesma 
espécie, as deposita na superfície estigmática dessa flor, efectuando assim a polinização.  
Uma vez que o odor é o estímulo‐chave do processo de atracção dos polinizadores, a 
maior  parte  da  investigação  desenvolvida  no  género  Ophrys  tem  sido  focada  no 
subconjunto  limitado  de  compostos  do bouquet  floral  que mimetizam a  feromona  sexual 
das  fêmeas,  que  são  o  sinal  químico  específico  para  atrair  os  insectos‐macho.  Estes 
compostos são, na maioria das espécies de Ophrys estudadas até agora, hidrocarbonetos de 
cadeia  longa  (alcanos  e  alcenos)  que  se  encontram nas  ceras  cuticulares  que  revestem  a 
superfície  do  labelo.  Este  bouquet  floral  é  constituído  por mais  de  100  componentes  de 
natureza química diversa, contendo compostos de maior volatilidade, tais como compostos 
alifáticos  de  cadeia  curta  e  derivados  terpénicos,  que  actuam  como  atractivos  de  longo 
alcance para os insectos polinizadores. No entanto, o local de produção do odor das flores 
de Ophrys não é conhecido e as células envolvidas na biossíntese e emissão dos compostos 
voláteis  não  foram ainda estudadas. Dada a  elevada especialização  funcional  do  labelo,  é 
expectável que o odor seja produzido por uma estrutura especializada (osmóforo) ao invés 





a  curta  distância,  e  por  outro,  estímulos  tácteis  associados  à  existência  de  diferentes 
tricomas  (pêlos),  cruciais  para  o  posicionamento  correcto  dos machos  sobre  o  labelo  de 
modo a que a polinização ocorra.  
Na  presente  tese,  investigou‐se  a  micromorfologia  do  labelo  e  a  existência  de  um 
osmóforo em flores de seis dos 11 taxa de Ophrys que ocorrem naturalmente em Portugal, 
nomeadamente  O.  bombyliflora,  O.  fusca  subsp.  fusca,  O.  lutea,  O.  speculum  subsp. 
lusitanica,  O.  speculum  subsp.  speculum  e  O.  tenthredinifera.  Os  seis  taxa  estudados, 
filogeneticamente próximos, pertencem a um dos grandes grupos monofiléticos (clados) em 
que o género Ophrys  se divide,  embora as  relações  filogenéticas entre os diferentes  taxa 
estejam  ainda  mal  resolvidas.  A  investigação  foi  efectuada  em  flores  em  três  fases  de 
desenvolvimento,  utilizando  microscopia  electrónica  de  varrimento  para  descrever  a 
micromorfologia  do  labelo  e  microscopia  óptica  para  estudar  a  anatomia  do  labelo  e  a 





do  labelo  dos  seis  taxa  de  Ophrys  estudados,  caracterizando  a  localização,  estrutura  e 
secreção  do  osmóforo,  bem  como  a  diversidade  e  o  padrão  de  distribuição  das  células 
epidérmicas  da  superfície  adaxial  do  labelo.  Os  resultados  apresentam‐se  organizados  da 
seguinte  forma:  (a)  no  Capítulo  2,  são  estudadas  O.  fusca  e  O.  lutea,  duas  espécies 
representativas  da  secção  Pseudophrys  polinizadas  por  machos  de  abelhas  solitárias  do 
género Andrena;  (b) no Capítulo 3,  estudam‐se O. bombyliflora  e O.  tenthredinifera,  duas 
espécies polinizadas por machos de abelhas solitárias do género Eucera; e (c) no Capítulo 4, 
estuda‐se  O.  speculum,  uma  espécie  polinizada  por  machos  de  vespas  solitárias  de 
Dasyscolia  ciliata.  Neste  capítulo,  investigam‐se  as  duas  subespécies  de O.  speculum  que 
ocorrem em Portugal e  realiza‐se uma comparação micromorfológica entre o  labelo de O. 
speculum  e  o  corpo  da  fêmea  da  espécie  de  vespa  polinizadora. No  Capítulo  5,  todos  os 







os  resultados  dos  capítulos  anteriores  numa  discussão  geral  desenvolvida  à  luz  do 
conhecimento  actual  sobre  a  ecologia  da  polinização  e  a  filogenia  do  género  Ophrys, 





particular  para  o  aprofundamento  do  conhecimento  sobre  o  processo  de  polinização  por 
engano sexual das Ophrys, tendo‐se centrado em três grandes temas: (1) estrutura e função 
do  osmóforo;  (2)  micromorfologia  do  labelo;  e  (3)  inferência  filogenética  das  relações 
interespecíficas e das tendências evolutivas das características florais no clado em estudo.  
Realçam‐se, em seguida, as principais conclusões do trabalho: 
1. As  flores  de  todas  as  espécies  de  Ophrys  estudadas  apresentam  uma  estrutura 
secretora especializada na  síntese  e  na  emissão de odor  (osmóforo),  que  sintetiza 
uma  secreção  volátil,  de  natureza  lipofílica,  rica  em  compostos  terpénicos.  O 
osmóforo  ocorre  na  região  apical  do  labelo, mais  especificamente,  na margem do 
labelo  e/ou  no  apêndice  apical  (quando  existe),  estendendo‐se  para  a  superfície 
abaxial  da  região  apical  do  labelo  em  O.  tenthredinifera,  O.  fusca  e  O.  lutea,  e 




Ophrys.  Propomos, assim, que o osmóforo  seja o  local de produção de compostos 
voláteis  atractivos  dos  polinizadores  a  longa  distância,  exercendo  uma  acção 
complementar à das ceras cuticulares que  revestem a superfície adaxial do  labelo, 
contribuindo desta forma para o sucesso da polinização por engano sexual. 
3. A superfície adaxial do  labelo de cada espécie de Ophrys  estudada apresenta uma 
grande  diversidade  de  tipos  de  células  epidérmicas,  que  variam  entre  quatro 
grandes  grupos  em  termos  de  forma  geral,  i.e.  células  planas/lenticulares,  papilas 
em forma de cúpula, tricomas curtos e tricomas longos, cuja superfície pode ser lisa 
ou  apresentar  diferentes  padrões  de  estrias  cuticulares.  O  arranjo  específico  dos 
diferentes  tipos  de  células  proporciona  possivelmente  um  estímulo  táctil  aos 




das  flores  de  Ophrys  e  assim  estabelecer  homologias  potenciais  entre  as  partes 
florais de todos os taxa estudados. 
5. A análise  filogenética morfológica do clado de Ophrys  em estudo, que  foi baseada 
numa matriz de dados construída utilizando critérios objectivos para a selecção das 






árvores  filogenéticas  moleculares  produzidas  com  base  em  dados  da  região  ITS 
nuclear  (analisados  separadamente  ou  combinados  com  dados  de  regiões  dos 
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The  study  of  the  micromorphology  of  flowers  is  crucial  to  understand  the  complex 
process  of  pollination  and  the  intimate  interaction  between  flowers  and  pollinators.  This 
plant‐pollinator  interaction  is  a  key  factor  to  the  diversification  and  evolution  of 
angiosperms and is particularly tight in species pollinated by sexual deception, almost all of 
which belonging to the orchid family. The highly specific pollination system of the sexually 
deceptive  species  is based on a precise mimicry of  the visual,  tactile and chemical  signals 







are  found  in  the cuticular waxes spread over  the surface of  the strongly modified median 
petal  typical  of  orchid  flowers  –  the  labellum.  However,  numerous  compounds  of  higher 
volatility were  shown  to act  as  long‐range attractants  for male pollinators,  although  their 
site of synthesis and emission (presumably an osmophore) remains unknown. Likewise, little 
is  known about  the micromorphological  features  of  the  labellum and  their  importance  in 
providing visual and tactile signals for pollinator attraction. 
In  the  present  thesis,  we  investigated  the  location,  structure  and  secretion  of  the 




lipophilic  secretion,  in  the  apical  region  of  the  labellum  in  the  investigated Ophrys  taxa, 
located  mainly  at  the  labellum  margin  and/or  in  an  apical  appendix  exhibited  by  some 
species.  A  great  diversity  of  epidermal  cell  types was  found  in  the  adaxial  surface  of  the 
labellum,  which  form  well‐defined  areas  with  distinct  visual  and  tactile  properties.  The 
detailed  comparative  analysis  of  these  different  areas  allowed  us  to  establish  potential 
homologies between the labellum areas of the studied taxa.  
The Ophrys osmophore probably plays an important role in pollination, by synthesizing 
highly volatile  long‐range pollinator attractants, which are possibly  complementary  to  the 







parsimony  and  Bayesian  inference.  Our  phylogenetic  hypothesis  rejects  an  earlier 
morphological hypothesis  and  favours  the existing molecular phylogenetic  trees based on 
nuclear ITS data rather than plastid data. Furthermore, the present analysis brought some 
insights into the floral trait evolutionary trends in Ophrys orchids. 










científicos  já  publicados,  ou  submetidos  para  publicação,  em  revistas  internacionais 
indexadas,  em  colaboração  com  outros  autores.  A  autora  da  tese  declara  que  foi 
responsável  pelo  desenho  e  execução  do  trabalho  experimental,  pela  obtenção  e  análise 
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An  understanding  of  the  evolutionary  floral  changes  that  underlie  the  great 
diversification  of  angiosperms  is  one  of  the  biggest  and  most  fascinating  challenges  of 
Biology.  The  orchid  family,  Orchidaceae,  epitomizes  such  biodiversity,  being  the  largest 
family of flowering plants, with more than 27000 species (The Plant List, 2013) distributed 
throughout all continents apart from Antarctica, although the greatest number of species is 
found  in  the  wet  tropical  bioclimatic  regions,  where  they  are  epiphytic  (Arditti,  1992). 
Orchid flowers exhibit an astonishing diversity of forms, colours, sizes and textures, which is 
partly  due  to  their  unique  combination  of  innovative  traits  resulting  in  an  exceptionally 
elaborate  flower  morphology,  already  recognized  by  Sprengel  (1793)  and  superbly 
described by Darwin in his treatise on the fertilization of orchids by insects (Darwin, 1862). 
The  special  floral  morphological  features  that  together  characterize  the  orchid  flowers 
comprise:  (1)  the presence of a gynostemium, a compound  floral  structure  resulting  from 
the  congenital  fusion  between  stamens  and  style  (Rudall  &  Bateman,  2002),  which  is 
associated with (2) the presence of pollinaria, which comprise pollinia (i.e. aggregation of all 
pollen  grains  of  a  pollen  sac)  and  a  translator  formed  by  a  caudicle  ending with  a  sticky 
viscidium that attaches the entire structure to the body of the pollinator (Endress, 2011); (3) 




orchids has  a  single  fertile  anther; Rudall & Bateman,  2002);  (6)  a perianth differentiated 
into three sepals, two lateral petals and the labellum, which were allowed to evolve as three 
semi‐autonomous  ‘modules’  due  to  a  developmental  genetic  predisposition  unique  to 
orchids  (Mondragón‐Palomino  &  Theißen,  2008; Mondragón‐Palomino  &  Theißen,  2009); 




(Kurzweil,  1987a;  Kurzweil,  1987b);  and  (9)  an  accentuated  inferior  ovary  (Endress,  2011) 
which contains, at maturity, thousands of minute seeds that require an obligate mycorrhizal 
association with  fungi  to  germinate  (this mycorrhizal  association  should  persist  to  assure 
subsequent  seedling  establishment;  Jacquemyn  et  al.,  2011).  The  elaborate  structure  of 
orchid  flowers,  which  is  extremely  well  adapted  to  pollination  by  insects,  allowed  the 















highly  specialized  pollination  system  by  sexual  deception,  in  which  rewardless  flowers 
render attractive to only males of a single or few related insect species typically by acquiring 
an  insectiform  appearance,  mimicking  the  visual  pattern,  body  texture  and  the  species‐
specific  sex  pheromone  of  their  conspecific  females  (Correvon  &  Pouyanne,  1916; 
Pouyanne,  1917;  Coleman,  1928;  Dafni,  1984;  Schiestl,  2005;  Vereecken,  2009;  Gaskett, 
2011). 
Pollination  by  sexual  deception  has  evolved  almost  exclusively  within  Orchidaceae, 
although two confirmed cases of sexual mimicry have been documented in other two plant 
families  (Ellis &  Johnson, 2010; Vereecken  et al.,  2012).  This highly  specialized pollination 
system  is  particularly  prevalent  in  Australia,  where  11  genera  of  terrestrial  orchids  were 
found  to  present  sexually  deceptive  species  (e.g.  Caladenia,  Chiloglottis,  Cryptostylis, 
Drakaea,  Leporella,  Pterostylis;  Coleman,  1928;  Peakall,  1989;  Peakall  &  Beattie,  1996; 
Schiestl  et  al.,  2003;  Schiestl,  Peakall  & Mant,  2004;  Peakall  et  al.,  2010;  Gaskett,  2011; 
Bohman  et  al.,  2014;  Phillips  et  al.,  2014),  and  in  Europe, where  it  is  represented  by  the 
diverse  terrestrial  orchid  genus  Ophrys  (Correvon  &  Pouyanne,  1916;  Pouyanne,  1917; 
Kullenberg,  1961),  besides  a  single  species  of  the  generally  food‐deceptive  genus Orchis 
(Bino, Dafni & Meeuse, 1982). A few orchid species occurring in Central and South America 







2011).  These orchids  elicit  different  sexual  behaviours  from  their  pollinators.  In  the  great 
majority  of  cases,  male  pollinators  perform  copulatory  attempts  with  the  flower  (i.e. 
pseudocopulation), as always occur in the European genus Ophrys (Kullenberg, 1961), in all 




(Gaskett, 2011). Pollination  in  this  latter orchid genus  involves even pollinator ejaculation 
(Coleman,  1928;  Gaskett,  Winnick  &  Herberstein,  2008).  In  contrast,  for  the  majority  of 
Australian  sexually  deceptive  species,  successful  pollination  requires  only  pre‐copulatory 




The  highly  specialized  interaction  that  has  evolved  between  the  sexually  deceptive 
orchids  and  their  insect  pollinators  is  clearly  asymmetrical,  since  the  adaptation  occurs 
completely  from  the  side  of  plant  (unidirectional  adaptation),  and  hence  should  not  be 
misunderstood  as  a  co‐evolutionary  scenario  (Dafni,  1984;  Vereecken  et  al.,  2011). Given 
that  these  orchids  are  totally  dependent  upon  visits  by  their  specific  pollinators  for  their 
reproduction and that insects do not receive any reward, sexual deceptive pollination could 








Ophrys  male  pollinators  are  deceived  by  a  flower‐mimic  of  a  conspecific  female  (Fig.  1), 
which  simulates  the  shape,  size,  colour  patterning  and  texture  of  its  body  and  the  very 
specific odour of  its sex pheromone (Kullenberg, 1961; Ågren, Kullenberg & Sensenbaugh, 
1984;  Schiestl  et  al.,  1999;  Paulus,  2006).  Stimulated  by  three  kinds  of  stimuli  (chemical, 
visual,  and  tactile)  provided  by  the  labellum  of  Ophrys  flowers,  mate‐searching  male 
pollinators  are  led  to perform copulatory  attempts with  the  labellum  (pseudocopulation), 
meanwhile  removing  pollinaria  (either  with  the  abdomen  or  the  head;  Godfery,  1928; 
Devillers  &  Devillers‐Terschuren,  1994)  and  delivering  them  on  the  stigmatic  surface  of 
another  flower  during  a  subsequent  deceptive  pollination  event  (Pouyanne,  1917; 
Kullenberg, 1961). 
The  labellum constitutes  thus  the  key  floral  element  in  the  sexual mimicry of Ophrys 
flowers,  exhibiting  a  great  diversity  of  shapes,  sizes,  colours  and  textures,  which  form  a 
characteristic  overall  pattern  easily  identifiable  in  each  species  or  group  of  species 






the  labellum,  that  provide  important  visual  signals  to male  pollinators  (Kullenberg,  1961; 
Kullenberg & Bergström, 1976; Paulus, 2006). For instance, the distinctive, highly reflective, 
central area of Ophrys flowers, the speculum, has long been assumed to mimic the crossed 
wings  of  an  insect  (Correvon  &  Pouyanne,  1916;  Kullenberg,  1961;  Ågren  et  al.,  1984; 






Figure  1.  Protagonists  of  the  mimicry  system  underlying  the  pollination  by  sexual  deception  of 
Ophrys orchids. A, Female of Dasyscolia ciliata wasp (the model) in the field (Serra de Sicó, Portugal). 




male wasp  is  positioned with  its  head  towards  pollinaria  (arrow), which will  become  attached  to 
insect’s head during the copulation attempts that the insect pollinator performs with the labellum 
(cephalic pseudocopulation). Photographs by Artur Serrano (A, C, D) and Elizabete Carmo‐Silva (B). 
The  specific  arrangement  of  the  different  trichomes  (i.e.  hairs)  in  the  labellum 
originates a particular texture that is believed to mimic the tactile sensations of the body of 
female  insects,  which  is  crucial  for  the  correct  positioning  of  male  pollinators  on  the 
labellum  so  that  the  necessary  copulatory  attempts  leading  to  pollination  could  be 









orchids  (Peakall  et  al.,  2010;  Ayasse  &  Dötterl,  2014;  Bohman  et  al.,  2014;  Peakall  & 
Whitehead, 2014). However, the tactile stimulation provided by the specific arrangement of 
trichomes  in  the  labellum  constitutes  the  only  isolation  barrier  between  co‐occurring 
Ophrys  species  that  attract  the  same  pollinator  by  guaranteeing  the  placement  of  the 
pollinaria  in  different  parts  of  the  insect  body  (Kullenberg,  1961;  Paulus  &  Gack,  1990; 
Schiestl & Schlüter, 2009; Ayasse, Stökl & Francke, 2011), even though it could occasionally 
fail  to  prevent  hybridization  (Cortis  et  al.,  2009;  Vereecken,  Cozzolino &  Schiestl,  2010a). 
Characterizing  the  micromorphological  pattern  of  the  labellum  of Ophrys  species  is  thus 
crucial  to  identify  those  features  responsible  for  converting  attraction  into  effective 
pollination  and  to  more  comprehensively  understand  the  process  of  pollinator‐driven 
speciation of this sexually deceptive orchid genus (Xu et al., 2012b). 
Furthermore,  the  labellum of Ophrys  flowers emits a multicomponent odour bouquet 
which contains more than 100 organic compounds of different volatility (Kullenberg, Borg‐
Karlson & Kullenberg,  1984;  Borg‐Karlson,  1990; Ayasse  et  al.,  2000; Ayasse  et  al.,  2003), 
although only  a  subset  of  them,  called  semiochemicals  (Mori,  2010),  spreads  information 
(i.e.  chemical  signals)  that  is  similar  to  that used  in  the mating  communication  system of 
their specific insect pollinators (Ayasse, Paxton & Tengö, 2001; Vereecken & McNeil, 2010; 
Ayasse et al., 2011). The key attractant semiochemicals emitted by flowers of the majority 
of  Ophrys  species  hitherto  investigated  were  identified  as  a  fraction  of  common  long‐




of behaviourally  active  long‐chain hydrocarbons, which are able  to  trigger  in male  insects 
the  mating  behaviour  that  leads  them  to  perform  copulatory  attempts  with  the Ophrys 
labellum,  the odour  bouquet  also  contains  other  compounds with  higher  volatility, which 
act effectively as long‐range attractants for pollinators by triggering their approach flight to 













Bergström, 1975;  Kullenberg & Bergström, 1976; Bergström & Tengö,  1978;  Tengö,  1979; 
Kullenberg et al., 1984; Borg‐Karlson & Tengö, 1986; Borg‐Karlson, 1990; Borg‐Karlson et al., 




spread over  the  labellum surface  (Schlüter et al., 2011), and since then four new cases of 
chemical  mimicry  have  been  described,  two  of  which  involving  compounds  other  than 
hydrocarbons  as  the  key  semiochemicals  in  pollination  (Ayasse  et  al.,  2003; Mant  et  al., 
2005; Stökl et al., 2008; Vereecken & Schiestl, 2008; Gögler et al., 2011). As a result, the site 
of  synthesis  of  the  highly  volatile  compounds,  which  were  demonstrated  to  be  effective 
long‐range  attractants  of  specific  insect  pollinators  (Kullenberg  et  al.,  1984;  Borg‐Karlson, 
1990), is still unknown.  
At the same time that the entomologist Bertil Kullenberg published his comprehensive 
study  on  the  pollination  and  chemical  ecology  of Ophrys  orchids  (Kullenberg,  1961),  the 
floral  biologist  Stefan  Vogel  discovered  a  new  type  of  glandular  tissue  in  plants,  the 
osmophore, which he described as a secretory  floral  structure specialized  in  the synthesis 
and emission of fragrance (Vogel, 1960; Vogel, 1961). Etymologically, the term osmophore 
originated  from  the  Greek  words  ‘osmo’  (odour)  and  ‘‐phoros’  (bearing),  derived  from 
‘pherein’  (to  bear),  and  thus means  “a  bearer  or  producer  of  scent”.  This  term  seems  to 
have been used for the first time by Arcangeli (1883) to refer to the scent‐producing spadix 




Osmophores  are  exposed  floral  secretory  areas  provided  with  a  secretory  epidermis 
composed of cells with a dense cytoplasm, a large nucleus and thin cell walls, accompanied 
by  a  few  layers  of  the  subepidermal  parenchyma  tissue  that  generally  presents  reserve 
materials (starch or lipids), which synthesise volatile compounds for long‐range attraction of 
pollinators  (Vogel,  1990).  Volatile  organic  compounds,  which  present  a  wide  structural 
diversity based on a hydrocarbon skeleton with atoms of nitrogen, oxygen and sulphur, are 
typically characterized by their selectivity, which results  in a very  low detection threshold, 
and  by  their  relatively  high  vapour  pressure  that  allows  their  efficient  evaporation  and 





dispersion,  like  perianth  tips  and  margins  or  other  prominent  portions  of  the  flower 
(Pridgeon  &  Stern,  1983;  Vogel,  1990;  Sazima  et  al.,  1993;  Stpiczyńska,  2001;  Vogel  & 
Hadacek, 2004; Sanguinetti et al., 2012), and their differentiation as sites of production of 
specific attractants for a particular group of pollinators is assumed to have evolved from an 
undifferentiated  epidermis  emitting  a  diffuse  and  non‐specific  scent  that  attract  a  wide 
range  of  pollinators,  which  should  learn  to  associate  the  odour  signal  with  food  (Vogel, 
1990). Volatile  compounds  synthesized  in osmophores differ  from those diffusely emitted 
by epidermis in their innate attractive character and chemical specificity (Vogel, 1990).  
Osmophores  are  mainly  associated  with  deceptive  pollination  systems,  occurring 
particularly  in  fly‐pollinated  sapromyiophilous  species  in  several  genera  of  Araceae, 
Orchidaceae,  Apocynaceae  (subfamily  Asclepiadoideae)  and  Aristolochiaceae  (Pridgeon  & 
Stern, 1983; Pridgeon & Stern, 1985; Vogel, 1990; Skubatz  et al.,  1996; Vogel & Martens, 
2000;  Teixeira,  Borba  &  Semir,  2004;  Heiduk  et  al.,  2010;  Melo,  Borba  &  Paiva,  2010; 
Płachno, Świątek & Szymczak, 2010; van der Niet, Hansen & Johnson, 2011). Furthermore, 
osmophores  are  typically  present  in  the  highly  specialized  fragrance‐rewarding  system  of 




identified  in  the  tips  of  sepals  or  lateral  petals  of  the  flowers  of  some  orchid  species 
pollinated by  sexual  deception,  in particular  in  the Australian Caladenia  spp.  (Stoutamire, 
1983;  Jones,  1991;  Peakall  &  Beattie,  1996;  Dickson  &  Petit,  2006;  Salzmann,  Brown  & 
Schiestl,  2006),  Chiloglottis  spp.  (Jones,  1991;  Peakall  &  Handel,  1993)  and  Leporella 
fimbriata  (Peakall,  Beattie  &  James,  1987;  Peakall,  1989),  and  in  the  only  two  sexually 
deceptive  South  African  orchid  species,  Disa  atricapilla  and  D.  bivalvata  (Steiner  et  al., 
1994).  In  genus Ophrys,  an  osmophore  was  also  described  for  three  species,  namely O. 
fuciflora, O.  fusca and O.  lutea  (Vogel, 1990), although our knowledge about the  location, 





occurred  in  the  central‐western  Mediterranean  region  (Delforge,  2005;  Pedersen  & 
Faurholdt, 2007; Breitkopf et al., 2015).  In Portugal, Ophrys orchids are distributed mainly 
throughout the central‐western and southern regions of the country  (Fig. 2),  in meadows, 
grasslands and clearings  in  the scrubland or garrigue, occurring predominantly  in exposed 












al.  (2015).  Note  that  the  highest  number  of  species  (red‐coloured  squares)  occurs  in  the  Setúbal 
Peninsula  and  in Algarve. Map used under  the  license Creative Commons BY‐NC 4.0  International 
(http://creativecommons.org/licenses/by‐nc/4.0/deed.en). 
The  genus  Ophrys  is  represented  in  Portugal  by  eight  species  and  11  taxa,  if  the 
infraspecific rank is considered, according to the taxonomic classification by Aldasoro & Sáez 
(2005), which is the taxonomic classification of the genus adopted in the present thesis. The 
Ophrys  species  occurring  in  Portugal  (whose  common  name  is  given  in  brackets)  are  the 




(moscardo‐maior),  O.  lutea  Cav.  (erva‐vespa),  O.  scolopax  Cav.  (flor‐dos‐passarinhos),  O. 




subspecies,  namely  O.  speculum  Link  subsp.  lusitanica  O.Danesch  &  E.Danesch  and  O. 
speculum Link subsp. speculum. 
The  taxonomy  of  the  genus  Ophrys  is  controversial,  with  some  authors  recognizing 
more  than 250  species  in  the  genus  (Delforge,  2005) whereas  others  considering only  19 
species, most  of which  comprising  several  subspecies  (Pedersen &  Faurholdt,  2007).  This 
discrepancy  results  primarily  from  a  disagreement  on  the  diagnostic  characters  used  for 
species  delineation,  in  particular  on  the  taxonomic  value  assigned  to  some  floral 
morphological  differences  (Devey  et  al.,  2008;  Bateman,  2009;  Bateman  et  al.,  2010; 
Vereecken,  Dafni  &  Cozzolino,  2010b;  Bateman  et  al.,  2011;  Vereecken  et  al.,  2011). 
Although high variability in flower morphology is easily observed within and among natural 
populations (Paulus, 2006; Vereecken et al., 2010b), only weak genetic differentiation was 
detected  between most Ophrys  taxa  by means  of molecular  analytical  techniques, which 
might  be  caused  by  their  recent  origin  (Devey  et  al.,  2008).  The  molecular  phylogenetic 
analyses by Devey et al. (2008) showed that only 10 consistent groups of species were able 
to  be  genetically  distinguished  in  the  genus  Ophrys,  which  could  be  due  to  the  recent 
diversification of this genus, estimated to have occurred approximately between 4.6 and 4.8 
million years ago (Inda, Pimentel & Chase, 2012; Breitkopf et al., 2015),  the  late‐diverging 
groups  being  estimated  to  start  diversifying  only  1.5  million  years  ago  (Breitkopf  et  al., 
2015).  
In  the  present  thesis we  studied  six  out  of  the  11 Ophrys  taxa  occurring  in  Portugal, 
namely O.  bombyliflora, O.  fusca  subsp.  fusca, O.  lutea, O.  speculum  subsp.  lusitanica, O. 
speculum subsp. speculum and O. tenthredinifera. These closely related taxa all belong to a 
major  clade  of  Ophrys  formed  by  the  species  of  the  monophyletic  section  Pseudophrys 
(pollinated  by  abdominal  pseudocopulation;  Godfery,  1928)  plus  a  few  members  of  the 
section Ophrys (pollinated by cephalic pseudocopulation; Godfery, 1928), which was shown 
to  be  paraphyletic  in  molecular  phylogenetic  analyses  (Soliva,  Kocyan  &  Widmer,  2001; 
Bateman  et  al.,  2003;  Devey  et  al.,  2008).  The  relationships  between  the  species  of  this 
major clade of Ophrys are still uncertain (Soliva et al., 2001; Bateman et al., 2003; Devey et 
al., 2008;  Inda  et al., 2012). Furthermore,  little  is known about  the micromorphology and 
anatomy  of  the  labellum  of  these  species,  in  particular  in  what  concerns  the  potential 






The  general  objective  of  the  present  thesis  is  to  improve  our  understanding  of  the 
complex  structure  of  the  labellum  of Ophrys  flowers,  uncovering  its  significance  for  the 
attraction of specific insect pollinators and contributing to our knowledge about floral trait 




species  through  an  anatomical  study  of  the  labellum  and  histochemical  tests,  and 
evaluate the significance of the occurrence of an osmophore in Ophrys pollination; 
2. Characterize  the  micromorphology  of  the  labellum  and  the  contiguous  stigmatic 
cavity by describing the epidermal cell types occurring in their adaxial surface in each 




4. Identify  macro‐,  micro‐morphological,  and  anatomical  floral  characters  with 
potential phylogenetic information in the genus Ophrys; 
5. Help  to  clarify  the  phylogenetic  relationships  between  all  four  well  established 
groups  of  species  that  constitute  the  still  unresolved Ophrys  clade  formed  by O. 




7. Reconstruct  the  ancestral  character  states  for  the  investigated  clade,  thereby 
contributing  to  our  knowledge  about  the  evolution  of  floral  traits  in  the  genus 
Ophrys. 
ORGANIZATION OF THE THESIS 
This  thesis  is  divided  into  six  chapters.  Besides  the  present  chapter,  in  which  the 
scientific  context of  the  thesis  and  its  specific  aims  are provided,  the  thesis  includes  four 
chapters  corresponding  to  original  papers  that have been either published  (Chapters  2,  3 
and 5) or submitted for publication (Chapter 4) in peer‐reviewed international journals, and 
ends with a general discussion that integrates and discusses all findings of the previous four 






comparative  micromorphological  and  anatomical  study  of  the  labellum  and  the 
characterization  of  the  osmophore  in  the  six  closely  related  Ophrys  taxa  that  form  the 
investigated clade are presented, two taxa in each chapter as follows: in Chapter 2, O. fusca 
and  O.  lutea,  two  representative  species  of  section  Pseudophrys  pollinated  by  males  of 
solitary bees of  genus  Andrena;  in Chapter 3, O. bombyliflora  and O.  tenthredinifera,  two 
species  pollinated  by males  of  solitary  bees  of  genus  Eucera;  and  in  Chapter  4,  the  two 





matrix  of  macro‐,  micro‐morphological  and  anatomical  floral  characters  that  have  been 
identified  in Chapters 2–4.  In order to perform such cladistic analysis, we also studied the 
labellum micromorphology  and  the  osmophore  structure  of  a  seventh Ophrys  species, O. 
scolopax, which was used as the outgroup. 
Lastly,  Chapter  6  incorporates  all  findings  presented  in  the  previous  chapters  into  a 
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are  arranged  are  described  in  an  attempt  to  locate  and  characterize  the  osmophore  in 
Ophrys  fusca  and O.  lutea.  The micromorphology  of  the  labellum of  these  two  species  is 
similar.  Four  types  of  epidermal  cells  are  present  on  the  adaxial  surface  of  the  labellum. 
Long unicellular trichomes with straight tips cover the basal region of the labellum, whereas 
short  unicellular  trichomes  with  polygonal  flattened  bases  form  the  reflective  median 
speculum.  The  apical  region  of  the  labellum  possesses  a  villous  indumentum  of  long 
acuminate trichomes with bent or sinuate tips. Large smooth‐walled dome‐shaped papillae 
occur on the margins and on the distal region of the abaxial surface of the labellum. These 
remarkable  papillae  have  high  polarity;  the  protoplasm  at  the  apex  of  each  cell  contains 
several small vacuoles, while a prominent nucleus surrounded by numerous hypertrophied 
amyloplasts occurs at the opposite end of the cell. Positive reactions to Vogel’s staining test 
and  to  Sudan  black  B  enabled  us  to  conclude  that  the  osmophores  of  both  species  are 












graminea  (Alliaceae:  Rudall  et  al.,  2002). Ophrys  flowers mimic  hymenopteran  females  in 
terms of shape, pilosity and color patterns and thereby deceive their males for pollination 
(Kullenberg,  1961;  van  der  Pijl & Dodson,  1966;  Borg‐Karlson,  1990).  In  addition  to  these 
visual  and  tactile  cues,  the  flowers  also  attract  pollinators  by means  of  olfactory  stimuli 
involving synthesis of a complex mixture of volatile odoriferous compounds similar  to  the 
sex  pheromones  of  the  female  (Kullenberg,  1961;  Borg‐Karlson  &  Tengö,  1986;  Borg‐
Karlson,  1990;  Schiestl  et  al.,  1999). Hence,  pollination by  sexual  deceit  is  highly  specific; 
each Ophrys  species  is pollinated by only one or  a  few  related  species of  hymenopterans 
(Kullenberg,  1961;  Paulus  &  Gack,  1981;  Schiestl  et  al.,  1999;  Schiestl  &  Ayasse,  2002; 
Ayasse et al., 2003). Sexually excited male  insects alight on an Ophrys  labellum and try  to 
copulate with  it,  a  phenomenon  known  as  pseudocopulation  (Dafni,  1984; Nilsson,  1992; 
Delforge,  2001).  During  these  pre‐copulatory  movements,  the  pollinator  touches  the 
column  of  the  flower  and  may  remove  pollinaria  with  the  abdomen  tip  or  the  head 
(Kullenberg, 1961; Delforge, 2001). Transfer of pollinaria results in cross‐pollination. 
Volatiles  released  by  flowers  of  Ophrys  species  include  alkanes,  alkenes,  aliphatic 




been  detected  in  the  females  of  their  pollinators  and  found  to  be  active  in  stimulating 
mating behavior  in the males (Schiestl et al., 1999; Schiestl et al., 2000; Schiestl & Ayasse, 
2002; Ayasse et al., 2003). Despite the recent advances in chemical and ethological research 
on Ophrys  pollination,  the  study  of  the  specific  site  of  biosynthesis  and  discharge  of  the 
volatile  secretion  has  been  neglected,  and  the  fine  structure  of  the Ophrys  labellum  has 








on  the  anatomy  and  ultrastructure  of  orchid  osmophores  has  concentrated  on  tropical 












throughout  the  central‐western  Portugal were  collected.  Flowers  prior  to  and  at  anthesis 
were  fixed  for  scanning  electron  microscopy  (SEM),  with  2.5%  glutaraldehyde  in  0.1  M 
sodium phosphate buffer at pH 7.2. Samples were kept  in  fixative under vacuum at  room 
temperature for 20 min, followed by 48–72 h at 4⁰C. The material was then washed in the 
fixative  buffer,  dehydrated  in  a  graded  acetone  series,  critical‐point  dried  with  CO2  and 
coated  with  gold.  Observations  were  carried  out  on  a  JEOL  T220  scanning  electron 
microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan) at an accelerating voltage of 15 or 20 kV. 
For  light microscopy,  pieces  of  labella  from  buds  just  before  anthesis  and  flowers  at 
anthesis were processed in two ways. Some were fixed as described for SEM, but after the 
washes  in the fixative buffer and dehydration through an ethanol series,  the material was 
infiltrated  with  and  embedded  in  Leica  Historesin  (Leica  Microsystems, 
Nussloch/Heidelberg,  Germany).  Sections  (2  µm  thick)  were  cut  using  a  Leica  RM  2155 
microtome (Leica Microsystems, Nussloch, Germany) and sequentially stained with periodic 
acid–Schiff’s (PAS) reagent/toluidine blue O (Feder & O’Brien, 1968) for polysaccharides and 
for  general  histology.  Sections  were  tested  for  starch  with  Lugol’s  iodine  solution  (IKI; 
Johansen,  1940)  and  for  lipids  with  Sudan  black  B  (Bronner,  1975)  using  appropriate 
controls.  Other  pieces  of  labella  (namely,  portions  of  the margins)  were  fixed with  2.5% 
glutaraldehyde  in 0.1 M sodium phosphate buffer at pH 7.2  for 12 h at 4⁰C,  rinsed  in  the 
fixative buffer, and postfixed with 2% osmium tetroxide in the same buffer for 1 h at room 
temperature.  After  washes  in  distilled  water,  specimens  were  dehydrated  in  a  graded 
acetone  series  and  embedded  in  Epon‐Araldite  resin  (Electron Microscopy  Sciences,  Fort 
Washington, Pennsylvania, USA). Semithin sections  (approximately 0.5 µm thick) were cut 
with  a  Sorvall  MT‐1  ultramicrotome  (Sorvall  Inc.,  Norwalk,  USA)  and  stained  with  Sudan 
black B as described for the sections embedded in Leica Historesin. Sections were observed 
with a Leitz (Wetzlar, Germany) Dialux microscope. 
Vogel’s  staining  method  was  used  for  the  macroscopic  observation  of  osmophores 
(Stern,  Curry  & Whitten,  1986). Whole  fresh  buds,  just  prior  to  anthesis,  and  flowers  at 













In O.  fusca  and O.  lutea  flowers,  each  colored patch on  the  labellum has a particular 
type  of  epidermal  cell.  These  cells  vary  in  shape  and  length  according  to  which  colored 
region  of  the  labellum  they  occupy,  and  these  variations  may  also  be  associated  with 
changes in the fine detail of the cuticle. Four types of epidermal cells can be distinguished 
on  the  adaxial  surface of  the  labellum:  (1)  long  trichomes with  straight  tips  occur  on  the 
greyish‐white portion of the basal part of the labellum; (2) short trichomes with polygonal 
flattened bases occur on  the bluish  speculum;  (3)  long acuminate  trichomes with bent or 
sinuate tips occur on the brown‐reddish villous apical part of  the  labellum, and (4) dome‐
shaped papillae occur on the yellow margin. Conversely, the abaxial surface of the labellum 
is  entirely  glabrous  and  composed  of  elongated  and  flattened  epidermal  cells,  which  are 
replaced by large spherical papillae near the margin, especially towards the apical region of 
the labellum (Fig. 3F). 
The  adaxial  surface  of  the  basal  region  is  traversed  by  a  longitudinal  central  groove, 
which begins in the median region and extends as far as the stigmatic cavity (Fig. 2A, C, E). A 












short  unicellular  trichomes  with  large  polygonal  flattened  bases  (Fig.  2F).  The  trichome 
surface, especially at  the  tips,  is  covered by a dense  reticulate pattern of  cuticular  ridges. 






tips  that  are  bent  or  sinuate  (Fig.  3A,  B).  The  trichome  cell walls,  like  those  of  the  other 








Furthermore,  a marked  cell  gradient  is  visible  extending  from  the  glabrous margin  of  the 




Anatomically,  the  labella of O.  fusca  and O.  lutea  flowers  are  similar.  They  consist  of 
multilayered  parenchyma  supplied  by  vascular  strands  and  delimited  by  an  upper  and  a 
lower epidermis. These differ from each other and comprise several types of cell depending 
upon which  region  is examined. The  labellar parenchyma cells  range  from  isodiametric  to 
slightly  elongated  and  are  characterized  by  a  large  central  vacuole  and  a  thin  layer  of 








The  adaxial  epidermis  of  the  labellum  consists  largely  of  highly  vacuolated  cells  that 





In  both  species,  the  abaxial  epidermis  of  the  distal  part  of  the  apical  region  of  the 









type  of  epidermis  occurs  upon  the  well‐defined  peripheral  area  of  both  the  abaxial  and 
adaxial surfaces of the labellum next to the margins and corresponds on the adaxial surface 
to the glabrous, yellow zone of the labellum.  















labellum of Ophrys  fusca  and Ophrys  lutea  at anthesis. A, Basal  region of  labellum of O.  fusca  cut 
longitudinally along central groove. Note dense  indumentum consisting of  long trichomes directed 
towards  the  stigmatic  cavity  (*).  B,  Detail  of  long  unicellular  trichomes  present  on  basal  part  of 
labellum  of O.  fusca  showing  thin,  linear  cuticular  striations  on  their  cell  walls.  C,  Basal  part  of 






trichome  cell  walls.  E,  Median  part  of  labellum  of  O.  fusca  showing  transition  zone  between 
speculum  and  basal  groove  (on  the  left).  In  this  region,  the  short  trichomes  of  the  speculum  are 






























Figure  4.  Light micrographs  of  sections  from  basal, median  and  apical  regions  of  the  labellum  of 
Ophrys  fusca  and Ophrys  lutea,  sequentially  stained  with  periodic  acid–Schiff’s  reagent/toluidine 
blue. A, Transverse section of labellum basal region of O. lutea flower at anthesis, bearing unicellular 
trichomes of  the basal groove oriented  toward  the  stigmatic  cavity  (left). B, Transverse  section of 
median portion of labellum of O. fusca at anthesis, clearly showing the adaxial speculum. Note the 
polarity  exhibited  by  these  epidermal  cells.  C,  Transverse  section  of  apical  labellum  of O.  lutea, 
showing  the  adaxial,  long  acuminate  unicellular  trichomes  of  the  villous  indumentum.  D,  E, 
Transverse sections of distal part of the apical region of labellum of O. fusca (D) and O. lutea (E). F, 





Paradermal  section  of  the  margin  of  apical  region  of  labellum  of  O.  lutea.  Large  dome‐shaped 










a  considerable degree of  polarity  and basally  contain numerous  spherical  starch‐rich  plastids  that 










well  as  hypertrophied  globular  starch‐rich  plastids  surrounding  the  prominent  nucleus  (N).  G, 
Transverse  section  of  apical  border  of  labellum  of  O.  lutea  in  pre‐anthesis.  Reniform  epidermal 
papillae with dense cytoplasm contrast to parenchyma cells that present large vacuoles with black‐
stained  lipid material.  H,  Detail  of  parenchyma  cells  on  apical  border  of O.  fusca  in  pre‐anthesis. 
Vacuoles  containing  lipophilic  material  are  very  clear.  I,  J,  Transverse  sections  on  reniform  to 
pyriform  epidermal  papillae  that  occur  on  apical  border  of  labellum  of O.  lutea  in  pre‐anthesis. 
Several small vacuoles with black‐stained interfaces occupy the apex of the cell, whereas numerous 




The  similarity  in  labellum  micromorphology  between  O.  fusca  and  O.  lutea  flowers 
found  in  the present  study supports  the  inclusion of both  species  in  section Pseudophrys, 
which was stated by Godfery (1928) and upheld by Devillers & Devillers‐Terschuren (1994). 
Species from this section (O. fusca, O. lutea and O. omegaifera H. Fleischmann aggregates) 
differ  from the other section, Euophrys,  in several morphological  features of the stigmatic 
cavity,  the  structure  of  the  labellum,  and  the  speculum  configuration.  Also,  the  type  of 
pseudocopulation  performed  by  the  insect  pollinators  is  different  in  both  sections: 
abdominal in section Pseudophrys and cephalic in section Euophrys (Godfery, 1928; Devillers 






the  labellum,  which  plays  no  functional  role  in  insect  tactile  stimulation,  possesses  an 
epidermis  of  slightly  elongated  flattened  cells  that  become  papillate  at  the  margin, 
especially in the apical region. 
The  long trichomes present on the basal part of the  labellum of O. fusca and O.  lutea 
flowers may play a crucial role in the orientation of the excited male on the labellum. These 
trichomes  probably  guide  the  abdomen  tip  along  the  basal  groove  toward  the  stigmatic 
cavity (Kullenberg, 1961; Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994).  
The well‐defined speculum occurring on  the central median  region of  the  labellum of 
Ophrys may provide a secondary stimulus as insects approach the labellum, reinforcing the 
effect of the odor that acts as the primary attractive factor (Kullenberg, 1961). Indeed, the 







promontorii  O.Danesch  &  E.Danesch,  species  included  in  O.  sphegodes  Miller  aggregate 
(Servettaz  et al.,  1994). Their  large  flattened bases and  short  tips with  cuticular  striations 
running  from  base  to  apex  may  explain,  at  least  partially,  the  intense  brightness  of  the 
speculum. In fact, the expanded bases of the speculum cells may act as a planar epidermis, 
which  reflects most  incident  radiation.  In  addition,  cuticular  striations  on  lateral  walls  of 
trichomes may scatter emergent light, thereby increasing and maintaining the brightness of 








general  (Kullenberg,  1961;  van  der  Pijl  &  Dodson,  1966;  Borg‐Karlson  &  Tengö,  1986). 
However, in a recent paper, Schiestl & Ayasse (2002) reported A. nigroaenea as the specific 
pollinator  of O.  fusca.  The  micromorphological  similarities  between  the O.  fusca  and O. 
lutea’s  labella allow us  to conclude, as did Kullenberg  (1961),  that  the ability  to  stimulate 
the insect males, sexually excited by the odor, by means of tactile cues is probably similar in 




Anatomically,  the most  remarkable  labellar  structure  in O.  fusca  and O.  lutea  is  the 
border,  particularly  at  the  apical  region  near  the  central  notch,  where  large  spherical  to 
dome‐shaped papillae occur. Such cells, besides their high polarity, have features typical of 
secretory  cells,  namely,  an  enlarged  nucleus  with  dense  chromatin  areas  and  abundant 
organelles.  
Papillae  considered  on  histochemical  grounds  to  be  osmophores  (floral  scent  glands) 
are often located on the upper surface of the perianth and comprise a single secretory layer 
of  well‐differentiated  epidermal  cells  and  two  to  three  layers  of  starch‐rich  parenchyma, 
which form a subsecretory tissue (Vogel, 1990). The staining reaction observed when living 
floral  tissue was  subjected  to  Vogel’s  test  enabled  us  to  identify  presumed  osmophores, 





many of  the  criteria  that  characterize osmophore  cells,  such as  considerable  cell  polarity, 
smooth convex outer tangential walls, large nuclei of the secretory epidermis, and abundant 
amyloplasts of the subsecretory parenchyma cells. Like the osmophores described for most 
orchids  (Pridgeon & Stern,  1983;  Pridgeon &  Stern,  1985; Curry,  1987;  Stern  et  al.,  1987; 
Curry  et al.,  1991; Curry & Stern, 1991;  Stpiczyńska, 1993),  the osmophores of  these  two 
species,  apparently  comprise  a  secretory  layer  of  epidermal  cells  and  a  subsecretory 
parenchyma tissue, which are located, in O. fusca and O. lutea, on both adaxial and abaxial 
surfaces of margins of  the  labellum. However,  the major quantity of starch‐rich plastids  is 
found  in  epidermal  cells,  which  contrasts  with  the  typical  distribution  of  starch  on 
subepidermal  tissue.  Similar  osmophore  structure  also  occurs  in  some  Ophrydeae  spp. 
(Vogel, 1990). 
The presence of lipophilic material inside vacuoles of both epidermal and parenchyma 




sites,  the  vacuoles,  probably  following  dehydration  of  the  specimens.  Black‐stained 
interfaces between small vacuoles occurring  in some epidermal cells may be  the result of 
this  leaching  process.  The  lipids  were  not  preserved  in  specimens  fixed  only  with 
glutaraldehyde  and  infiltrated  with  Historesin,  a  hydrophilic  embedding  material.  More 
complex lipids with higher molecular masses may accumulate within and even outside the 
cells, forming an exudate (Vogel, 1990).  
The  large  amount  of  starch  in  the  numerous  amyloplasts  in  the  secretory  and 








abaxial  epidermis,  the  adaxial  indumentum  may  provide  important  tactile  and  visual 








Ayasse  M,  Schiestl  FP,  Paulus  HF,  Löfstedt  C,  Hansson  B,  Ibarra  F,  Francke  W.  2000. 
Evolution  of  reproductive  strategies  in  the  sexually  deceptive  orchid  Ophrys 
sphegodes: how does flower‐specific variation of odor signals influence reproductive 
success? Evolution 54: 1995‐2006. 








Bronner  R.  1975.  Simultaneous  demonstration  of  lipids  and  starch  in  plant  tissues.  Stain 
Technology 50: 1‐4. 
Curry  KJ.  1987.  Initiation  of  terpenoid  synthesis  in  osmophores  of  Stanhopea  anfracta 
(Orchidaceae): a cytochemical study. American Journal of Botany 74: 1332‐1338. 










Feder  N,  O’Brien  TP.  1968.  Plant  microtechnique:  some  principles  and  new  methods. 
American Journal of Botany 55: 123‐142. 
Godfery MJ.  1928. Classification  of  the  genus Ophrys.  The  Journal  of  Botany,  British  and 
Foreign 66: 33‐36. 
Johansen DA. 1940. Plant microtechnique. New York: McGraw‐Hill. 
Kay  QON,  Daoud  HS,  Stirton  CH.  1981.  Pigment  distribution,  light  reflection  and  cell 
structure in petals. Botanical Journal of the Linnean Society 83: 57‐84. 
Kullenberg B. 1961. Studies in Ophrys pollination. Zoologiska Bidrag fran Uppsala 34: 1‐340. 
Moore  DM.  1980.  Orchidaceae.  In:  Tutin  TG,  Heywood  VH,  Burges  NA,  Moore  DM, 








van  der  Pijl  L,  Dodson  CH.  1966.  Orchids  flowers,  their  pollination  and  evolution.  Coral 
Gables, Florida: University of Miami Press. 










Rudall  PJ,  Bateman  RM,  Fay  MF,  Eastman  A.  2002.  Floral  anatomy  and  systematics  of 
Alliaceae  with  particular  reference  to  Gilliesia,  a  presumed  insect  mimic  with 
strongly zygomorphic flowers. American Journal of Botany 89: 1867‐1883. 
Schiestl  FP,  Ayasse  M,  Paulus  HF,  Löfstedt  C,  Hansson  BS,  Ibarra  F,  Francke  W.  1999. 
Orchid pollination by sexual swindle. Nature 399: 421‐422. 
Schiestl FP, Ayasse M, Paulus HF, Löfstedt C, Hansson BS,  Ibarra F, Francke W. 2000. Sex 
pheromone  mimicry  in  the  early  spider  orchid  (Ophrys  sphegodes):  patterns  of 
hydrocarbons as the key mechanism for pollination by sexual deception. Journal of 
Comparative Physiology A 186: 567‐574. 





Soliva M,  Kocyan A, Widmer A.  2001. Molecular  phylogenetics  of  the  sexually  deceptive 








Stpiczyńska  M.  2001.  Osmophores  of  the  fragrant  orchid  Gymnadenia  conopsea  L. 
(Orchidaceae). Acta Societatis Botanicorum Poloniae 70: 91‐96. 
Vogel  S.  1990.  The  role  of  scent  glands  in  pollination:  on  the  structure  and  function  of 
osmophores.  Rotterdam:  A.  A.  Balkema.  [English  translation  of:  Vogel  S.  1963. 
Duftdrüsen  im Dienste  der  Bestäubung:  Über  Bau  und  Funktion  der Osmophoren. 












Francisco  A.  and  Ascensão  L.  2013.  Structure  of  the  osmophore  and  labellum 










Premise of  the  research. The  insect‐like  flowers of  the Ophrys  orchids are adapted  to 
sexual  deceptive  pollination  through  pseudocopulation,  providing  chemical,  visual,  and 
tactile stimuli for male insects. Although the chemical composition of the odor bouquet of 
several  species  has  long  been  identified,  the  precise  site  of  fragrance  production  in  the 
labellum remains unknown for most species, and little attention has been given to the visual 
and  tactile  signals  provided  by  the  labellum  for  pollinators.  Here,  the  occurrence  of  an 
osmophore is investigated and the labellum micromorphology is characterized in detail for 
Ophrys bombyliflora  and Ophrys  tenthredinifera,  two  closely  related  species pollinated by 
Eucera bees. 
Methodology.  Labella  of  flowers  before  and  at  anthesis  were  studied  with  scanning 
electron microscopy, light microscopy, and histochemistry. 
Pivotal  results.  The  labellum  of  O.  bombyliflora  presents  a  distinctive  hidden  apical 
appendix that forms a concavity with a multicelullar protuberance and a tuft of trichomes at 
the  tip.  An  osmophore  occurs  in  the  apical  region  of  the  labellum  in  both  species;  in O. 
bombyliflora  it  is  confined  mostly  to  the  adaxial  surface  of  the  appendix,  and  in  O. 
tenthredinifera  it  comprises  the  labellum  margin  and  the  abaxial  surface  of  both  the 
appendix and the adjacent region of the labellum. A terpene‐rich lipophilic secretion likely 
containing  a  phenolic  fraction  was  found.  The  two  species  have  a  great  diversity  of 
epidermal  cell  types  in  the  adaxial  surface  of  the  labellum  and  differ  mainly  in  the 
micromorphology of the basal field, speculum, labellum margins, and appendix.  
Conclusions.  This  study  demonstrates  for  the  first  time  that  a  specialized  secretory 
structure  (osmophore) occurs  in  the  labellum of both  species and  synthesizes a  secretion 
that  probably  includes  highly  volatile  long‐range  attractants  for  pollinators.  This  finding 
seems to suggest that two sources of potential semiochemicals have evolved in the Ophrys 
labellum for pollinator attraction.  







Pollination  by  sexual  deception  is  one  of  the most  remarkable  specialized  pollination 
systems  in  angiosperms,  in  which  rewardless  flowers  lure  mate‐seeking  male  insects  by 
mimicking the female’s attractive signals (Pouyanne, 1917). Sexual mimicry typically implies 
a  highly  specific  interaction  between  the  plant  and  one  or  few  closely  related  pollinator 
species, since the attraction of male insects to the flowers is primarily mediated by an odor 
signal identical to the species‐specific female sex pheromone (Schiestl et al., 1999; Ayasse et 
al.,  2003;  Peakall  et  al.,  2010).  The  majority  of  sexually  deceptive  species  are  terrestrial 
orchids  occurring  in  Australia  and  Europe,  although  this  pollination  syndrome,  almost 
exclusive to Orchidaceae (with only two confirmed exceptions, one in Asteraceae and one in 
Iridaceae;  Ellis &  Johnson, 2010; Vereecken  et al.,  2012), has been also  reported  in  some 
orchid species in South Africa, New Zealand, and Central and South America (Gaskett, 2011, 
and references therein).  
Flowers  of  the  Mediterranean  genus Ophrys  L.  (Orchidaceae:  Orchidinae),  reputedly 
known  for  their  visual  resemblance  to  insects,  are  highly  adapted  to  sexual  deceptive 
pollination  through  pseudocopulation,  in  which male  insects,  during  copulation  attempts 
with  the  labellum,  remove pollinaria with  the head or  the abdomen tip and enable cross‐
pollination  by  visiting  another  flower  from  the  same  species  (Pouyanne,  1917).  Ophrys 
orchids are mostly pollinated by bees, but some have wasps or,  less frequently, beetles as 
regular pollinators (Kullenberg, 1961; Paulus, 2006). 
The  success  of  the  pseudocopulation  in Ophrys  resides  predominantly  in  the  special 
traits of the  labellum of the flowers. The distinctive  labellar  features,  totally absent  in the 
flowers  of  the  other  genera  in  the  subtribe  Orchidinae,  turn  the Ophrys  labellum  into  a 
suitable mimic  of  the  pollinator’s  female,  providing  three  categories  of  stimuli  (chemical, 






color  patterns  of  the  labellum  are  assumed  to  provide,  at  least  in  some Ophrys  species, 
close‐range  visual  stimulation  for  pollinators;  the  contrasting  pigmentation  and  high 
reflectivity  of  its  central  region,  the  speculum,  make  it  similar  to  the  insect’s  wings 
(Kullenberg,  1961;  Paulus,  2006).  Third,  the  strong  three‐dimensional  topology  and 
robustness  of  the  labellum,  together  with  the  specific  arrangement  of  diverse  stiff 
trichomes into well‐defined areas, offer a crucial tactile stimulus for insect males after they 





The  floral  scent  is  the  key  primary  stimulus  presiding  at  all  stages  of  the  pollination 
event. Continual chemical stimulation of pollinators is required in long‐range attraction and 
in the approach flight and landing as well as during the tactile stimulation provided by the 
adaxial  surface  of  the  labellum  (Kullenberg & Bergström,  1976). Most  research  in Ophrys 
pollination has been thus focused on the floral scent, giving particular attention to the small 
set  of  behaviorally  active  semiochemicals  involved  in  the  chemical  mimicry,  which  are 




Colletes,  the specificity of  the signal  is achieved by varying  the relative proportions of  the 
different  alkenes  in  the mixture  (Mant  et  al.,  2005;  Stökl  et  al.,  2008;  Stökl  et  al.,  2009; 
Schlüter et al., 2011). However,  in  two Ophrys  species pollinated by males of  the eusocial 
bumblebee  Bombus  vestalis,  the  compounds  considered  decisive  in  pollinator  attraction, 
because they elicit mating behavior in males, were found to be a polar fraction of aliphatic 
aldehydes, alcohols, fatty acids, and corresponding esters (Gögler et al., 2009; Gögler et al., 
2011).  Polar  compounds,  particularly  a  few  uncommon,  highly  specific  oxygenated 
carboxylic acids, are also the key semiochemicals in Ophrys speculum, which is pollinated by 
a single species of solitary wasp, Dasyscolia ciliata (Ayasse et al., 2003). For Ophrys species 
pollinated  by  other  genera  of  hymenopterans,  such  as  Eucera  solitary  bees,  the  key 
attractive scent compounds remain to be identified. 
However,  behaviorally  active  semiochemicals  are  only  a  small  fraction  of  the 





components  of  the  floral  scent  attract  pollinators  from  long  distances.  Indeed,  higher‐
volatile  aliphatic  hydrocarbons,  alcohols,  aldehydes,  and  esters,  as  well  as  oxygenated 
mono‐ and sesquiterpenes and a few aromatic compounds, were found to be emitted from 
the  labellum and to act mainly as  long‐range attractants  for pollinators  (Kullenberg, Borg‐
Karlson & Kullenberg, 1984; Borg‐Karlson, 1990). Even though the chemical constituents of 
the  odor  bouquet  have  been  identified  for  several  Ophrys  species,  the  precise  site  of 
production  of  the  fragrance  has  received  little  attention  (Vogel,  1990;  Ascensão  et  al., 
2005),  and  the  cells  involved  in  its  biosynthesis  and  emission  remain  poorly  studied. 
Considering the singular features of the Ophrys labellum, we expect that rather than being 







glands,  particularly  frequent  in  families  Orchidaceae,  Araceae  and  Apocynaceae 
(Asclepiadoideae)  (Stern,  Curry  &  Pridgeon,  1987;  Vogel,  1990;  Skubatz  et  al.,  1996; 
Płachno, Świątek & Szymczak, 2010), typically occupy a location in the flower that promotes 
rapid  odor  diffusion,  and  in  orchids  these  are  often  morphologically  well‐differentiated 
regions, restricted to either the long antenniform, club‐ or brush‐shaped appendages at the 
tips of sepals or petals or  to  the callus  in  the basal hypochile of  the  labellum (Pridgeon & 
Stern,  1983;  Stern  et  al.,  1987;  Vogel,  1990;  Teixeira,  Borba  &  Semir,  2004).  However, 
undifferentiated osmophores are also found in orchid species and are particularly common 
in the terrestrial tribe Orchideae, where they cover the entire  labellum lamina or only the 
marginal  regions of  the  labellum or  the  lateral petals  (Vogel,  1990;  Steiner, Whitehead & 
Johnson,  1994;  Stpiczyńska,  2001; Ascensão  et  al.,  2005;  Peter  et  al.,  2009).  In  the  genus 
Ophrys, osmophores were found  in the  labella of O. fusca and O.  lutea by Ascensão et al. 
(2005), confirming the early results obtained by Vogel in the 1960s, who also mentioned an 
osmophore in the apical appendix of O. fuciflora (Vogel, 1990). Whether the other species 
of  the  genus  present  a  specialized  structure  for  fragrance  emission  in  the  labellum  has 
hitherto remained unknown.  
Ophrys bombyliflora Link and Ophrys tenthredinifera Willd. belong to the section Ophrys 
(synonym of  section Euophrys Godfery 1928 nom. nud.), which  traditionally  comprises  all 
species  pollinated  by  male  insects  that  perform  cephalic  pseudocopulation  with  the 







molecular  phylogenetic  analyses  revealed  that  the  section Ophrys  is  paraphyletic. Ophrys 
bombyliflora, O.  tenthredinifera,  and O.  speculum  s.l.  appear  to  have  a  close  relationship 
with each other and with the species belonging to the monophyletic section Pseudophrys, 
together forming a clade in the phylogenetic trees (Soliva, Kocyan & Widmer, 2001; Devey 
et  al.,  2008).  However,  the  relative  positions  of  these  taxa  within  the  clade  are  not  yet 
sufficiently clear.  
It has long been documented that O. bombyliflora and O. tenthredinifera are pollinated 
by  different  male  solitary  bees  of  the  genus  Eucera  (Hymenoptera:  Apidae)  at  different 
locations throughout their distributional geographical areas. Male bees of Eucera oraniensis, 
E.  algira  and  E.  eucnemidea  have  been  recorded  as  pollinators  of  Ophrys  bombyliflora 




confirmed  pollinators  of  O.  tenthredinifera  (Kullenberg,  1973a;  Lara  Ruiz,  2010;  Gaskett, 
2011 and references therein). These Ophrys‐Eucera pollination relationships remain poorly 
studied, especially with respect to the chemical signals that regulate male mating behavior 
(Kullenberg  et  al.,  1984;  Borg‐Karlson,  1990).  Moreover,  information  about  the  labellar 
visual and tactile signals assumed to be crucial for the success of the pseudocopulation by a 
nearby  pollinator  is  scarce,  particularly  for  these  two Ophrys  species  (Ågren  et  al.,  1984; 
Servettaz,  Bino  Maleci  &  Grünanger,  1994;  Ascensão  et  al.,  2005;  Cortis  et  al.,  2009; 












Inflorescences  of  Ophrys  bombyliflora  Link  and  Ophrys  tenthredinifera  Willd.  were 
collected  in  February  and  March,  between  2005  and  2009,  from  natural  populations 
occurring  throughout  the central‐western  region of Portugal. A voucher specimen of each 
species was deposited in LISU, the Herbarium of the University of Lisbon Botanical Garden, 
Portugal (LISU 231243 and LISU 231245). 
Three  different  developmental  stages  of  the  flower were  investigated  in  the  present 
study:  (1)  early  bud,  buds  with  dimensions  of  5  x  3  to  6  x  4  mm  (length  x  width)  in O. 
bombyliflora and 7 x 4 to 8 x 5 mm in O. tenthredinifera, corresponding to 3–7 and 4–9 days 
before the anthesis, respectively; (2)  late bud, buds with dimensions of 7 x 4 to 8 x 6 mm 
(length  x  width)  in  O.  bombyliflora  and  8  x  6  to  10  x  7  mm  in  O.  tenthredinifera, 











were  carried  out  on  a  JEOL  T220  scanning  electron  microscope  (JEOL,  Tokyo)  at  an 
accelerating  voltage  of  15  kV.  Images  were  recorded  in  a  Kodak  T‐Max  100  professional 
black‐and‐white negative film with a MAMIYA 6 x 7 camera.  
The terminology used for the external morphological description of the flower follows 
Devillers  &  Devillers‐Terschuren  (1994),  whereas  the  nomenclature  of  trichomes  and 







method  of  diaphanization  described  by  Shobe  &  Lersten  (1967).  Cleared  flowers  were 
stained with 1% ethanol solution of safranin O (w/v) for 30 min. After a washing in ethanol, 
the  flowers were  kept  immersed  in  this  alcohol  and observed using  an Olympus  SZH‐ILLK 





opened  flowers  of  each  species  were  immersed  in  0.01%  neutral  red  for  2–5  h.  After 
staining,  flowers  were  rinsed  in  tap  water  and  examined  under  the  stereomicroscope. 
Images were recorded digitally. 
LABELLUM ANATOMY 
To  follow  the  histological  and  cytological  changes  during  the  flower  development, 
pieces of labellum taken from early buds, late buds, and freshly opened flowers of the two 
Ophrys species were processed for anatomical study under light microscopy. Samples were 
fixed  as  described  for  SEM,  but  after  the  washing  in  the  fixative  buffer  and  dehydration 
through  an  ethanol  series,  they  were  infiltrated  with  and  embedded  in  Leica  Historesin. 
Sections  2  µm  thick  were  cut  with  a  Leica  RM‐2155  microtome  (Leica  Microsystems, 
Nussloch,  Germany).  Sections  were  sequentially  stained  with  periodic  acid–Schiff  (PAS) 








three  developmental  stages  were  also  fixed  with  2.5%  glutaraldehyde  in  0.1  M  sodium 
phosphate buffer at pH 7.2 for 12‐16 h at 4⁰C and post‐fixed with 2% osmium tetroxide for 1 
h  at  room  temperature.  After  dehydration  in  a  graded  acetone  series,  samples  were 
embedded  in  Epon‐Araldite  resin  (Electron  Microscopy  Sciences,  Fort  Washington,  PA). 
Semithin sections (≈0.5 µm thick) were obtained on a Sorvall MT‐1 ultramicrotome (Sorvall, 
Norwalk, CT) and stained with Sudan black B for lipids and tannins (Bronner, 1975; Parham 
&  Kaustinen,  1976).  Observations  were  made  with  a  Leica  DM‐2500  microscope  (Leica 
Microsystems, Wetzlar, Germany), and images were recorded digitally with a Leica DFC‐420 
camera  (Leica  Microsystems,  Heerbrugg,  Switzerland)  and  the  Leica  Application  Suite 
software (ver. 2.8.1). 
HISTOCHEMISTRY 
For  the histochemical  characterization of  the osmophore,  transverse  and  longitudinal 




1985),  for  unsaturated  lipids  with  osmium  tetroxide  (Ganter  &  Jollès,  1969),  and  for 
terpenoids with Nadi reagent (David & Carde, 1964). Phenolic compounds were detected by 
their autofluorescence under UV and blue light (Harborne, 1998). Negative control reactions 
for  each  histochemical  test were  carried  out  simultaneously.  Observations  under UV  and 
blue  wavelengths  were  made  with  a  Leitz  SM‐LUX  epifluorescence  microscope  (Leitz‐
Wetzlar, Wetzlar, Germany) equipped with an HBO 50‐W mercury vapor lamp, filter block A 
(excitation filter BP 340‐380, dichroic mirror 450, and barrier filter LP‐430), and filter block 
I2  (excitation  filter BP 450‐490 and barrier  filter  LP‐515).  Images were  recorded on Kodak 




Ophrys  bombyliflora  and  Ophrys  tenthredinifera  are  two  morphologically  distinct 
species, easily identifiable by several particular characteristics of their labella. The flower of 
O.  bombyliflora  bears  a  small,  strongly  convex  labellum  that  is  subglobular  in  shape.  The 
labellum is clearly trilobed, having two hirsute, gibbous lateral lobes and a mostly velutinous 





appendix that  is hidden at the back of the  labellum when the flower  is seen  in  front view 
(Figs. 1A, 2A–E). By contrast, the O. tenthredinifera labellum is wide and moderately convex, 
with flattened margins and a subtrapezoidal shape. The labellum is entire or slightly trilobed 
and  typically  presents  a  complete  submarginal  band  covered with  a  hirsute  indumentum 
and a glabrous reflexed apical appendix turned up in front of the labellum (Figs. 1B, 2G, H). 
 
Figure 1. Macrographs of  flowers of Ophrys bombyliflora  (A) and O. tenthredinifera  (B),  illustrating 
their principal morphological elements (in front view). Scale bars: 3 mm. 
MICROMORPHOLOGY OF THE STIGMATIC CAVITY 
In  the  Ophrys  flower,  the  fusion  of  the  gynostemium  and  the  labellum  results  in  a 
distinctive  stigmatic  cavity provided with  several ornamentations  that occurs  in contiguity 
with the basal region of the labellum, the stigmatic surface being placed at the ceiling of the 
cavity.  The  stigmatic  cavities  of O.  bombyliflora  and O.  tenthredinifera  differ  in  structural 
details. Both species have a glabrous, hemispherical stigmatic cavity comprising a flat floor 
flanked by  two  internal  labia or crests  that constitute  the  innermost portion of  the cavity 
walls (Fig. 1). Each labium produces a shining globular or elongated protuberance at the tip, 
the internal callosity, which constitutes the pseudoeye. However, O. bombyliflora presents a 
larger  and  more  robust  stigmatic  cavity,  with  protruding  internal  labia  and  a  markedly 
concave  outline.  In  the  two  species,  a  pair  of  dark  temporal  callosities  occur  at  the 
outermost  portion  of  the  cavity  walls,  and  two  staminodial  points  are  evident  at  the 
uppermost part of  the cavity, especially  in O. bombyliflora  (Fig. 1). The stigmatic cavity of 
the  two  species  is  essentially  composed  of  flat  or  lenticular  cells  with  an  elongated 
polygonal  outline,  which  present  a  heterogeneous  cuticular  pattern  on  their  surfaces. 
Cuticular striations  running parallel  to  the  longitudinal axis of  the cell occur  in  the central 





Journal  of  Plant  Sciences,  Fig.  A1D).  At  the  external  face  of  the  internal  labia  in  O. 
bombyliflora, very dense and  long cuticular depositions over specific sites of the cell walls 
are  occasionally  found  across  adjacent  cells  (Fig.  3C).  The  cuticular  ornamentation  of  the 




bombyliflora  is  occasionally  provided with  thick prominent  cuticular  ridges  extended over 






the  central  speculum;  and  (3)  the  apical  region,  covered  with  a  dense  indumentum, 
terminates in the reflexed appendix (Fig. 1). While O. tenthredinifera presents a small, well‐
defined,  shield‐shaped  blue  speculum  delimited  by  a  narrow whitish‐colored  contour, O. 
bombyliflora  has  a  frequently  larger  but  less  clearly  defined  bilobed,  shield‐shaped 
speculum surrounded by a grayish‐colored diffuse area that can extend laterally to the base 
of lateral lobes (Fig. 1). 
Some morphological  variation  was  observed  among  the  individuals  examined  in  this 
study. In O. bombyliflora, variation occurs basically in the extent, coloration, and contrast of 
the speculum as well as in the size of the basal field. On the other hand, the flowers of O. 
tenthredinifera  vary  slightly  in  the  shape  of  both  the  speculum  and  the  appendix,  in  the 




is  entirely  characterized  by  typical  smooth  pavement  cells,  i.e.,  elongated  tabular  or 
lenticular  epidermal  cells  (Fig.  A2F,  available  in  the  online  edition  of  the  International 







A–E, Ophrys bombyliflora. A,  Longitudinally bisected  flower,  showing  central  labellum  lobe ending 
with  an  apical  appendix.  B,  Enlarged  lateral  view  of  the  appendix.  C,  Bottom  view  of  the  flower, 
showing  the  distal  end  of  central  and  lateral  labellum  lobes;  the  apical  appendix  and  the  convex 
glabrous margins  are  well  seen.  D,  E,  Details  of  appendix,  before  (D)  and  after  (E)  immersion  in 
neutral  red;  the  outline  of  the  appendix  cavity  stains  red.  F–H,  Ophrys  tenthredinifera,  after 
immersion  in  neutral  red.  F,  Abaxial  surface  of  labellum,  showing  the  red‐stained  band  near  the 
margin. G, H, Close‐up of red‐stained appendix in front view (G) and in lateral view (H). I, J, Labellum 
vasculature of O. tenthredinifera. I, Abaxial surface, showing central vein branched toward labellum 
margin.  J, Venation of appendix. K, Vein‐branched appendix  tip of O. bombyliflora.  In B and D, an 
arrow  indicates  the  appendix  tip  with  tuft  of  trichomes,  and  an  asterisk  indicates  the  appendix 





area, presents attenuate  to digitiform trichomes  (Fig. 3A, F), whereas pulvinate  trichomes 




flattened  bases  and  prominent,  spirally  arranged  cuticular  striations  oriented  from  the 
anticlines  of  the  cell  and  concentrated  at  its  apex  (Fig.  4I).  In  this  species,  the  narrow, 
glabrous  lateral areas of the speculum, which occur between the basal  field and the hairy 
basal margins of  the  labellum, consist of  flat, densely  striated cells  (Figs. 4C, H, A2C). The 





of  the  speculum,  where  short,  narrow  trichomes  occur  (Fig.  4I).  In  some  flowers  of  O. 
tenthredinifera,  the  glabrous  lateral  areas  of  the  speculum were  found  to  be  larger  and 
composed of small papillae and flat cells (Fig. A2E).  
The  speculum  in O.  bombyliflora  comprises  flat  or  minute  papillose  cells  with  wide, 
polygonal bases and exposed anticlines that present prominent, spirally arranged cuticular 
striations  similar  to  those  exhibited  by  O.  tenthredinifera  (Figs.  3E  and,  available  in  the 
online  edition  of  the  International  Journal  of  Plant  Sciences,  A1F).  A  large,  glabrous  area 





O.  tenthredinifera  the  trichomes  occur  throughout  the  slightly  pronounced  lobe,  in  O. 
bombyliflora the indumentum covers only the basal, highly convex portion of the lobe (Fig. 
A1A,  B);  the  glabrous  apical  part  presents  elongated,  flat,  polygonal  cells with  smooth or 
finely  ridged  cuticle,  similar  to  the  pavement  cells  of  the  abaxial  surface  (Fig.  A1C). 
Contorted trichomes with parallel striations lengthwise and a reticulate cuticular pattern on 






rise to  long, attenuate trichomes with smooth bases  in the apical  indumentum (Fig. A1G). 
Similar  trichomes  are  present  in  the  homologous  regions  of  the  labellum  in  O. 
tenthredinifera  (Fig.  A2G,  H).  A  tuft  of  longer,  erect  attenuate  trichomes  with  smooth, 
swollen bases occurs immediately above the reflexed apical appendix in O. tenthredinifera 
(Fig. 4J). By contrast, O. bombyliflora presents a shallow longitudinal central groove  in the 
















papillae with a  smooth  surface  identical  to  those  from  the apical margin  (Fig.  4L, M),  the 
thick triangular appendix of O. bombyliflora possesses unique micromorphological features, 
since it forms a wide concavity where a large central protuberance occurs (Figs. 2B, D, 3K). 
In  addition,  a  tuft of digitiform  trichomes with elongated and densely  sculptured bases  is 
found in the appendix tip (Fig. 3L). Apart from this small tuft, the appendix is glabrous and 
consists of  smooth  to  finely  ridged  lenticular cells with undulated anticlinal cell walls  (Fig. 
3M). 
LOCATION AND STRUCTURE OF THE OSMOPHORE 
Ophrys  flowers  typically  emit  a  faint  odor  that  is  most  intense  in  the  first  days  of 
anthesis. Flowers of O. bombyliflora, with a period of anthesis of 6–8 days, are particularly 
faintly  scented, whereas  flowers  of O.  tenthredinifera  emanate  a more  intense odor,  and 
present  a  greater  longevity  of  9–12  days  (A.  Francisco,  personal  observation).  Diluted 
neutral red intensely stained specific areas of freshly opened flowers but failed to stain late 
flower  buds  just  before  anthesis.  The  apical  appendix  and  the  entire  glabrous margins  of 






Anatomical  studies  carried  out  on  flowers  of  both  species  in  three  developmental 
stages  (early  bud,  late  bud,  and  freshly  opened  flowers)  showed  distinctive  histological 




tip,  where  they  branch  intensely  (Fig.  2I–K).  The  central  vein  is  also  divided  into  several 







Figure  3.  Scanning  electron micrographs  of  adaxial  surface  of  labellum  in Ophrys  bombyliflora.  A, 
Basal region of labellum contiguous to the stigmatic cavity; note that the basal field is interrupted by 
a  glabrous  area.  B,  Pseudoeye  slope,  with  prominent  cuticular  sculpture.  C,  External  side  of  the 
stigmatic cavity wall, showing dense cuticular depositions (arrows). D, Glabrous speculum. E, Detail 
of speculum, showing minute papillae with spirally arranged cuticular ridges. F, Transition between 
floor  of  stigmatic  cavity  and  basal  field,  where  small  papillae  give  rise  to  attenuate  or  digitiform 
trichomes. G,  Longitudinal  groove  in  apical  indumentum. H,  Short  conical  trichomes of  velutinous 
median indumentum. I, Transition to the convex glabrous margin of the labellum. J, Long, contorted 
trichomes near the appendix. K, Apical appendix. L, Tuft of digitiform trichomes on appendix tip. M, 














Central  area  of  speculum,  covered  with  short  trichomes with  flattened  bases  and  dense,  spirally 
arranged striations. J, Tuft of attenuate trichomes with swollen bases above the appendix. K, Long, 
contorted trichomes and domed to conical papillae of labellum margin. L, Apical appendix. M, Detail 







Figure  5.  Light  micrographs  of  historesin  sections  of  apical  appendix  of  Ophrys  tenthredinifera, 
stained with PAS/toluidine blue  (A–E, G) or  toluidine blue/Lugol  (F). A–C, Early bud. A, Transverse 
section of apical labellum and appendix; note the large bases of long, contorted trichomes (arrows) 
near  the  dome‐shaped  papillae  at  the  margin.  B,  Transverse  section  of  appendix,  showing  the 
contrast  between  dome‐shaped  papillae  on  abaxial  surface  and  vacuolated  conical  papillae  on 
adaxial  surface.  C,  Longitudinal  section  of  appendix,  showing  glandular  epidermis  and  starch‐rich 
parenchyma on abaxial surface. D, Longitudinal section of late bud, showing starch accumulated in 
subepidermal  parenchyma  cells  on  abaxial  side.  E,  F,  Transverse  sections  of  secretory  tissues  on 
abaxial surface of appendix, showing that the starch content changes from early bud (E) to opened 










the  adaxial  surface  is  hidden,  facing  the  tuft  of  attenuate  trichomes  (Figs.  1B,  2H,  3A). 
Nevertheless, as the appendix is indeed a portion of the labellum, the terminology used for 
designating  the surfaces of  the appendix  remains  the same as  that  for  the  labellum  itself. 
The epidermis  in  the reflexed apical appendix of O. tenthredinifera  is composed of dome‐
shaped papillae at the tip and on the abaxial surface and consists of conical papillae on the 
adaxial  surface  of  this  portion  of  the  labellum  (Fig.  5B).  The  appendix  presents  a 
multilayered  parenchyma,  supplied  with  vascular  bundles  of  xylem  and  phloem,  that 
consists  of  highly  vacuolated  polyhedral  cells  with  starch‐rich  plastids  together  with 
numerous large crystal idioblasts containing calcium oxalate raphides, often located on the 
abaxial  side  (Fig.  5B,  C).  The  bulk  of  starch  occurs  in  the  one  to  three  subepidermal 
parenchyma cell layers on the abaxial surface of the appendix (Fig. 5C, D). In contrast with 




whereas  several  small  vacuoles occupy  the cell apex  (Fig. 5C, E, F). Numerous primary pit 
fields are  found throughout  their cell walls  (Fig. 5G). Similar papillae occur  in  the margins 
and  in  the  abaxial  surface  of  the  adjacent  apical  region  of  the  labellum  (Figs.  5A  and, 







also  presents  distinctive  histological  features.  The  appendix  is  itself  curved  upward  but, 
because  the  strongly  convex  labellum  curves  abruptly  downwards,  it  is  forced  to  form  a 
concavity  that  has  a  typical  multicellular  protuberance  in  the  center  (Fig.  6A).  The 
protuberance appears to result from the proliferation of the parenchyma cells at the central 
region  of  the  concavity,  with  a  concomitant  elongation  of  the  epidermal  cells  from  the 
adaxial  surface.  This  peculiar  structure  is  composed  of  a  cluster  of  hypertrophied 
parenchyma cells with  thin,  irregularly sinuate walls  (Fig. 6E). Almost all of  these cells are 












(Fig.  6C).  The  parenchyma  tissue  of  the  appendix,  clearly  supplied with  vascular  bundles, 
presents a massive amount of starch at the appendix tip, stored in numerous plastids (Fig. 
6A,  B).  In  this  region,  raphide  idioblasts  are  abundant  among  cytoplasm‐rich parenchyma 
cells  (Fig.  6B,  F).  Furthermore,  the  appendix  tip  is  provided  with  a  tuft  of  unicellular 
digitiform trichomes with striated cell surfaces and phenolic vacuolar inclusions (Figs. 3L, 6B, 
F).  Thus,  the  osmophore  of  O.  bombyliflora,  confined  to  the  appendix,  comprises  the 
lenticular  epidermal  cells  of  the  protuberance  and  the  appendix  tip,  along  with  the 
subjacent starch‐rich parenchyma of this region. 
CYTOLOGICAL CHANGES IN THE LABELLUM DURING FLOWER DEVELOPMENT 
In  early  stages  of  development,  the  parenchyma  cells  of  the  entire  labellum  of  O. 
bombyliflora  are  extremely  rich  in  starch  (Fig.  A4C,  available  in  the  online  edition  of  the 
International  Journal  of  Plant  Sciences),  which  disappears  completely  at  the  beginning  of 
flower anthesis. By contrast, in the apical appendixes of both species, even though a sharp 








vacuoles  of  the  trichomes  throughout  the  labellum  and  in  the  periplasmic  space  of  the 
contorted and  the attenuate  trichomes of  the  tuft  (Fig. A3A, E, F).  In O. bombyliflora,  the 








of Ophrys  bombyliflora.  A,  B,  E–G,  Longitudinal  sections  stained with  PAS/toluidine  blue.  A,  Early 
bud,  appendix,  showing  a  concavity  (asterisk),  a  protuberance,  and  an  appendix  tip  with  dense 
vasculature;  the arrow marks  the  limit of  secretory epidermal  tissue  in  the protuberance. B, Early 
bud,  appendix  tip;  note  the  starch‐rich  parenchyma  with  raphide  idioblasts  and  the  secretory 
epidermal cells bordering the concavity. C, Longitudinal section of appendix of an early bud stained 
with Sudan black B, showing the contrasting  thicknesses of black‐stained cuticles  in  the epidermal 
cells on adaxial and abaxial surfaces; note also that an unstained presumed exudate (arrow) occurs 
over some cells. D, E, Protuberance of the appendix of an early bud stained with toluidine blue/Lugol 














7C, M). Under blue  light,  some epidermal cells of  the appendix of O. bombyliflora  show a 




Figure  7.  Light micrographs  of  fresh  hand‐cut  sections  of  apical  appendixes.  A–I,  Bud  just  before 
anthesis  (A)  and  flowers  at  anthesis  (B–I)  of  Ophrys  bombyliflora.  A,  B,  Sections  without  any 








Unstained  paradermal  section  of  epidermis  on  abaxial  side,  showing  translucent  droplets  on  cell 
walls. K, Transverse section, showing droplets stained blue or violet with Nadi reagent. L, Transverse 






lipophilic  secretion,  always detected  in  low amounts,  in  the  appendix of  the  two  species. 
The bulk of  the secretion was  found predominantly  in  the epidermal cells, although some 
cytoplasmic Sudan‐positive  lipid  inclusions occur  in  the  subepidermal parenchyma cells of 
the  appendix  (not  shown).  A  blue‐  or  violet‐stained  terpene‐rich  secretion,  revealed with 
the Nadi reagent, was observed in close association with the epidermal cell walls (Fig. 7E, K). 
Small droplets seem to fuse with each other to form large secretion deposits, either in the 
periplasmic space or  in  the  loose cell walls  (Fig. 7D–F,  J). Translucent droplets were often 
found  in  the  appendix  concavity  of O.  bombyliflora,  between  the  protuberance  and  the 








Ophrys  tenthredinifera  in  order  to  perform  cephalic  pseudocopulation  (Godfery,  1928; 
Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994). Most  remarkably, we clearly demonstrate  that an 
apical  appendix  always occurs  in  the  labellum of O. bombyliflora.  Curiously,  although  this 
hidden but distinctive appendix had already been noticed almost a  century ago  (Godfery, 
1917),  it  was  overlooked  in  the  recent  labellum  micromorphology  survey  of  the  genus 
Ophrys (Bradshaw et al., 2010), and only in our study is its structure described in detail. The 
appendix of O. bombyliflora  is displaced to the back of the labellum and can be perceived 




O.  tenthredinifera,  turned  up  in  front  of  the  labellum,  may  constitute  a  visual  cue  for 
pollinators. According to the observations of Ågren et al. (1984), the external appearance of 










were  observed  repeatedly  trying  to  turn  their  genitalia  under  the  labellum  of  O. 
bombyliflora  (Kullenberg,  1961).  The  concavity  resulting  from  the  folded  configuration  of 
the  appendix  in O.  bombyliflora may  thus  have  an  additional  functional  role,  since males 
could  insert  their  abdomen  tip  into  the  concavity  during  pseudocopulation.  Also,  in  the 
tropical sexually deceptive orchid Lepanthes glicensteinii, which is pollinated by males of a 
fungus gnat  species,  the minute appendix of  the  labellum, placed  in  the underside of  the 
flower, seems to mimic the abdominal tip of the pollinator’s female and have a pivotal role 
in pseudocopulation (Blanco & Barboza, 2005). 
Another  relevant  feature  is  the  shallow  longitudinal  groove  that we observed  on  the 
apical  indumentum of  the  labellum  in O. bombyliflora.  This groove,  reported here  for  the 
first time, probably has a guiding function similar to that of the basal groove of the labella in 
Ophrys fusca and Ophrys lutea (Kullenberg, 1961; Ascensão et al., 2005), species belonging 
to  the  section  Pseudophrys.  Some  attenuate  trichomes  that  constitute  the  apical 
indumentum  of  the  labellum  in O.  bombyliflora  are  found  to  be  oriented  to  the  shallow 
longitudinal groove and may tactilely guide the abdomen tip of Eucera male bees into the 
concavity  formed  by  the  appendix.  The  longer,  contorted  trichomes  that  border  the 
appendix in O. bombyliflora and the tuft of longer, erect attenuate trichomes in the region 
above  the  apical  appendix  in O.  tenthredinifera  probably  enhance  tactile  mimicry,  since 
hairs  on  the  abdomen  of  the  female  bees  also  lengthen  toward  the  apex  (Ågren  et  al., 
1984). 
In  contrast  to  the  well‐defined  colored  basal  field  of  O.  tenthredinifera,  that  of  O. 
bombyliflora has a color that does not differ markedly from that of the adjacent dark areas 
of  the  labellum.  Despite  being  poorly  circumscribed,  the  basal  field  of  O.  bombyliflora 
curiously often presents a central glabrous lunular area with a shape approaching that of a 
typical basal field, which we suggest resembles the scutellum of a bee. On the other hand, 
the  glabrous  stigmatic  cavity  appears  similar  to  the  smooth  head  of  the  female  bee.  The 
pseudoeyes,  usually  one  of  the  most  reflective  areas  of  the  flower,  seem  to  mimic  an 
insect’s  eyes  or  the  tegulae  of  its  wings  (Devillers  &  Devillers‐Terschuren,  1994;  Paulus, 
2006).  Our  observations  show  that  the  stigmatic  cavity  of  the  two  species  consists  of 
densely striated flat or lenticular polygonal cells and that specifically the pseudoeyes, rather 




mimic the wings of a  female  insect  (Kullenberg, 1961; Ågren et al., 1984; Bradshaw et al., 
2010). Our observations show that  the  flat cells or minute papillae  (average  length 9 μm) 







even  the  designations  of  papilla  versus  trichome,  the  specular  cell  types  of  both  species 
have  a  flattened  polygonal  base,  in  accordance  with  what  seems  to  be  a  common 




al.,  2005).  As  a  result,  hypotheses  arguing,  on  one  hand,  that  the  O.  bombyliflora,  O. 
tenthredinifera, and Ophrys speculum species groups could constitute a clade based on the 





although  a  few  striate‐papillate  or  trichomatous  cells  are  clustered  in  the  center.  In  this 
regard, the main differences between the two studies reside in the extent of the glabrous 




two  studies.  Indeed,  several  authors assign  the morphologically distinct populations of O. 
tenthredinifera  occurring  in  such  geographical  areas  to  different  species  belonging  to  the 
group of O. tenthredinifera; at least four of these species have been documented for Sicily 
and  Sardinia  (Delforge,  2005). Allopatric  populations of O.  tenthredinifera  appear  to have 
different species of Eucera bees as pollinators (Kullenberg, 1973a; Lara Ruiz, 2010; Gaskett, 
2011 and references therein). However, whether the micromorphological variation found in 
the  speculum  of  this  orchid  species  might  be  due  to  the  selective  pressure  by  local 






have  usually  been  considered  structures  belonging  to  the  stigmatic  cavity  of  the  flower 
(Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994; Delforge, 2005; contra Bradshaw et al., 2010), and 





tenthredinifera,  whereas  the  stigmatic  cavities  of  both  species  present  a  more  uniform 
appearance.  According  to  (1)  the  cell  outline  defined  by  the  anticlinal  walls  and  (2)  the 
curvature and (3) the cuticular sculpture of the outer periclinal wall of the epidermal cells 
(Koch  et  al.,  2008),  we  distinguish  7  and  10  different  cell  types  in  the  labella  of  O. 
tenthredinifera  and  O.  bombyliflora,  respectively,  as  well  as  two  types  of  cells  in  the 
stigmatic cavities of both species. The flat or lenticular polygonal cells with a dense cuticular 
folding  pattern  that  cover most  of  the  stigmatic  cavity  also  occur  in  certain  areas  of  the 
labella,  whereas  the  lenticular  cells  with  smooth,  depressed  anticlines  and  fine,  diffuse 
cuticular striations characterize exclusively the region of the pseudoeyes. Thus, if the latter 
cells are added to the cell types occurring in the labellum of each species, we conclude that 
the  total  number  of  different  epidermal  cell  types  is  11  for O.  bombyliflora  and  8  for O. 
tenthredinifera.  
Compared  to  the  labella  of  other  genera  in  the  subtribe  Orchidinae,  such  as 
Gymnadenia  s.l.  and  Dactylorhiza,  which  have  an  adaxial  surface  covered  by  domed  to 















Our  study demonstrates  for  the  first  time  that an osmophore  is present  in  the apical 
region of the labellum in O. bombyliflora and O. tenthredinifera. The preliminary indication 
of  this  finding  was  suggested  by  the  rapid  absorption  of  the  diluted  neutral  red  by  the 








the  appendixes  of  both  species,  along  with  the  apical  margin  of  the  labellum  of  O. 
tenthredinifera, have histological features comparable to those considered characteristic of 
the osmophores  (Vogel, 1990). The epidermal cells  form an exposed glandular epithelium 
that  is  assumed  to be  involved  in both  the  synthesis and  the emission of  the odoriferous 
compounds  and  is  supported  by  one  to  three  layers  of  starch‐rich  subepidermal 
parenchyma  cells.  The  presence of  a  large nucleus  and  a  relatively  dense  cytoplasm with 
Sudan‐positive lipophilic droplets of secretion suggests that these parenchyma cells are also 
involved in the biosynthetic process, especially in O. bombyliflora. The numerous primary pit 









margin and  the abaxial  surface of  the apical  region of  the  labellum  is  identical  to what  is 
observed  in O. fusca and O.  lutea. Contrasting with the  large majority of the osmophores, 
which  exhibit  a  glandular  adaxial  surface  (Stern  et  al.,  1987; Melo,  Borba &  Paiva,  2010; 
Płachno  et  al.,  2010),  the  appendix  of  O.  tenthredinifera  presents  the  exposed  abaxial 
surface with  secretory  features, a quality  that  is known to be  shared with only  two other 
orchid  genera  (Vogel,  1990;  Wiemer  et  al.,  2009),  in  addition  to O.  fusca  and  O.  lutea. 
Conversely, in O. bombyliflora, the osmophore is confined exclusively to the apical appendix 
and  presents  mostly  the  adaxial  surface  as  the  secretory  one.  Thus,  besides  the  similar 





plastids  in  the  parenchyma  cells  instead  of  in  the  epidermis,  a  feature  shared  with  O. 
bombyliflora, and  in clear contrast with  the osmophores of O.  fusca and O.  lutea.  Indeed, 
these latter two species are unique among the osmophore‐presenting species in having the 
bulk  of  the  starch  reserve  contained  in  the  glandular  epidermis  rather  than  in  the 
parenchyma (Vogel, 1990; Ascensão et al., 2005).  
In most osmophores, the unusual accumulation of  large amounts of starch is believed 
to  be  associated with  the  need  for  energy  and/or  carbon  to  produce  a  great  quantity  of 




anthesis  of  the  flowers  of  only  a  few  hours  or  1–3  days  (Pridgeon &  Stern,  1983;  Vogel, 





also  contain  starch  reserves.  In O.  bombyliflora  and O.  tenthredinifera,  a  decrease  in  the 
starch  content,  accompanied  by  an  increase  in  vacuolization  of  both  epidermal  and 
subepidermal  cells  of  the  osmophores,  is  observed  from  the  bud  to  the  freshly  opened 
flower stage. Nevertheless, some starch grains remain stored in the parenchyma cells in the 
osmophores of flowers at anthesis, which together with the detection of a faint odor from 
the  labellum  during  the  anthesis  (A.  Francisco,  personal  observation),  suggests  that  the 
osmophores  remain active  throughout  the entire period of  anthesis  in  these  two  species. 
Since the floral buds  just before the anthesis do not present any detectable scent and did 
not stain with diluted neutral red, it is likely that the period of odor emission begins with the 
opening of  the  flowers.  Fragrance emission  seems  to have a peak  in  the  first  few days of 
anthesis  (A. Francisco, personal observation), a hypothesis  that  fits, on  the one hand,  the 
faster absorption of the diluted neutral red by the epidermal cells of the osmophore in the 
first  hours  of  anthesis  in  flowers  of O.  tenthredinifera  and,  on  the  other  hand,  the  rapid 
decline in the starch content from the bud to freshly opened flower stage in both species. 
Other osmophore features 
The  abundance  of  raphide  idioblasts  in  the  parenchyma  of  the  osmophores  of  these 





of  the calcium  levels  in  the cells, which could be a particularly  important phenomenon  in 











rate  previously  found  in  Ophrys  flowers  (Borg‐Karlson,  1990;  Schiestl  et  al.,  1997).  A 
terpene‐rich  lipophilic  secretion  was  found  primarily  in  association  with  the  walls  of  the 
epidermal cells of the appendixes. Both the periplasmic space and the loose walls of these 




suggests  that  some  secretory  products  accumulate  temporarily  in  the  cell  before  being 
transported  through  the plasma membrane.  Further  research  is  required  to elucidate  the 





Karlson, 1990). Fifty out of  the 139 compounds detected  in  the  floral odor bouquet of O. 
tenthredinifera  were  found  to  be  highly  volatile  compounds  released  to  the  headspace, 
mainly short‐chain hydrocarbons, alcohols, and esters as well as mono‐ and sesquiterpenes, 
together with a  few aromatic compounds  (Kullenberg et al., 1984). Despite rarely eliciting 
copulation  attempts  by  Eucera  male  bees,  some  of  these  highly  volatile  components 
appeared to be effective in the long‐range attraction of pollinators, triggering the approach 
flight to the  labellum when tested  in the field  (Kullenberg, 1973b; Kullenberg et al., 1984; 
Borg‐Karlson, 1990). We therefore suggest that the osmophores of the two Ophrys species 
investigated  are  the  site  of  synthesis  and  emission  of  the  highly  volatile  long‐range 
attractants for their pollinators.  
Furthermore,  the odor  bouquet of O.  tenthredinifera  also  contains,  like  that of  every 
Ophrys species investigated so far (Ayasse et al., 2011), a lower volatile fraction, with mostly 
long‐chain  aliphatic  compounds,  such  as  saturated  and  unsaturated  hydrocarbons, 
aldehydes, and esters  (Kullenberg et al., 1984).  In O. bombyliflora, O.  tenthredinifera, and 
any  other  Ophrys  species  pollinated  by  Eucera  solitary  bees,  the  key  active  compounds 
capable  of  triggering  mating  behavior  in  males  have  not  yet  been  identified.  The  sex 
pheromone produced by Eucera females to attract conspecific males also remains unknown. 
By  contrast,  in  the Ophrys  species pollinated by  solitary  bees  of  genera Andrena  and 
Colletes,  the  key  attractive  compounds  were  identified  as  a  set  of  long‐chain  cuticular 
hydrocarbons, especially long‐chain alkenes (Schiestl et al., 1999; Mant et al., 2005; Stökl et 
al.,  2008;  Stökl  et  al.,  2009),  which  because  of  their  high  molecular  mass  and  chemical 
properties present low vapor pressure at room temperature, acting at close distances from 
the  labellum or  even  upon  contact  (Ayasse  et  al.,  2011).  Increased  air  temperatures,  like 
those occurring in the period of greater activity of the male insects (Kullenberg et al., 1984), 






are  released  from  the  labella  of  these  Ophrys  species  to  attract  pollinators  from  long 
distances.  Indeed,  the  labellum  of  Ophrys  exaltata,  a  species  pollinated  by  Colletes 
cunicularius  bees,  besides  producing  the  low‐volatile  key  hydrocarbons,  also  emits  small 
amounts  of  linalool,  a monoterpene  alcohol  that was  found  to  be part  of  the  female  sex 
pheromone  of  this  bee  species,  acting  as  long‐range male  attractant  (Mant  et  al.,  2005). 
Hymenopteran females typically synthesize, in the mandibular glands, a set of highly volatile 
short,  aliphatic  alcohols,  esters,  aldehydes,  and monoterpene  and  sesquiterpene  alcohols 
that  attracts  conspecific  males  at  long  distances  (Borg‐Karlson,  1990).  Also,  in  the 
Neotropical  sexually  deceptive  orchid Mormolyca  ringens  (Epidendroideae: Maxillariinae), 




The  key  finding  of  our  study,  that  a  specialized  secretory  structure  occurs  in  the 




cuticular  waxes,  enriched  with  low‐volatile  long‐chain  hydrocarbons  and  other  fatty‐acid 
derivatives  that cover  the outer walls of  the epidermal cells on  the adaxial  surface of  the 
labellum, and (2) the osmophore, the secretory structure restricted to the apical region of 
the  labellum,  specialized  in  the  biosynthesis  and  emission  of  highly  volatile  compounds 
(mostly terpenoids and phenylpropanoids). 
Considering  the diverse volatility of  the compounds  that constitute  the complex odor 






range  stimulating  effect  of  the  low‐volatile  components  of  the  cuticular  waxes  of  the 
labellum. In this regard, we predict that an osmophore will be found in the other species of 
the genus and that, in O. exaltata, the osmophore will be the site of synthesis and emission 
of  the  linalool previously  reported by Mant et al.  (2005). Moreover,  the occurrence of an 
osmophore is highly plausible in the flowers of other sexually deceptive orchids that, like M. 
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Figure  A1.  Scanning  electron  micrographs  of  adaxial  surface  of  labellum  of  flowers  of  Ophrys 
bombyliflora, at anthesis (A, B, D–I) and pre‐anthesis (C). A, Hirsute indumentum of lateral labellum 
lobe. B,  Long contorted  trichomes on  the basal gibbous portion  of  lateral  lobe. C, Glabrous apical 
portion of lateral lobe. D, Floor of stigmatic cavity at transition area to wall of stigmatic cavity (upper 
left). E, Detail of pseudoeye slope. F, Glabrous speculum at transition to surrounding indumentum. 









anthesis  (A, F) and at anthesis  (B–E, G–I). A, Long contorted trichomes of  lateral  labellum  lobe. B, 
Short trichomes diverging from the lateral labellum lobe apex. C, Glabrous lateral area of speculum 
between basal field and labellum margin. D, Upper right portion of basal field showing transition to 
glabrous  adjacent  regions.  E,  Speculum  at  transition  to  basal  field  (upper  left)  showing  densely 
striated papillae and flat cells. F, Pavement cells of abaxial surface of apical labellum. G, Short conical 
trichomes  with  swollen  tips  of  median  indumentum.  H,  Apical  hirsute  indumentum  showing 







Figure A3.  Light micrographs  of  historesin  sections  of  labellum  of Ophrys  tenthredinifera,  stained 
with PAS/toluidine blue (A–D, F) and toluidine blue/Lugol (E). A, B, Longitudinal sections of median 
labellum.  A,  Early  bud,  vacuoles  contain  pink‐stained  deposits.  B,  Opened  flower,  conical  to 
attenuate  trichomes with green‐stained granular  vacuolar  content. C, Opened  flower,  longitudinal 
section of speculum. D, Early bud,  transverse section of apical margin near appendix, showing the 











PAS/toluidine  blue  (A–C,  E)  and  Sudan  black  B  (D).  A,  B,  Opened  flower,  transverse  sections  of 
median  labellum.  A,  Speculum  papillae  at  the  transition  area  to  short  trichomes.  B,  Flat  cells  of 
labellum margin with green‐stained phenolic vacuolar content. C, Early bud, longitudinal section of 
median‐apical  region,  showing  parenchyma  with  abundant  starch‐rich  plastids.  D,  Late  bud, 























Sexually  deceptive  pollination  typically  involves  highly  specific  attraction  of  male 
insects,  primarily  by  the  floral  scent,  but  also  by  certain  morphological  floral  features. 
Although  the  one‐to‐one  liaison  between  the Ophrys  speculum  orchid  and  males  of  the 
Dasyscolia ciliata wasp is essentially due to unusual pheromone‐mimicking semiochemicals, 
the  floral  odour  bouquet  contains  multiple  compounds.  A  scent‐producing  gland 
(osmophore) was described  for  four closest  relatives of O. speculum  and  its occurrence  is 
now  investigated  for  this  species.  Additionally,  since  some  controversy  exists  about  the 
labellum configuration in O. speculum, here we characterize its micromorphology. Our study 
revealed that O. speculum presents a distinctive basal field which is probably homologous to 
those  of  other  Ophrys  species,  despite  its  singular  location  in  the  cupuliform  concavity 
occurring between the stigmatic cavity’s labia. Furthermore, an osmophore with a vestigial 
starch  content  and  presumed  little  activity was  found  in  the  apical  labellum margin.  This 
osmophore  emits  a  terpene‐rich  lipophilic  secretion  with  theoretical  small  relevance  for 
long‐range attraction of the specific wasp pollinator of O. speculum. However, it could be an 
important  reservoir  of  semiochemicals  to  be  used  in  the  adaptation  to  new  pollinators, 
adding  flexibility  and  evolutionary  potential  to  the  highly  specific  pollination  system  of 
Ophrys orchids. 
KEYWORDS:  Dasyscolia  ciliata  wasp;  floral  anatomy;  flower  morphology;  labellum 








nectar,  pollen,  floral  oils,  liquid  fragrances, waxes,  or  resins,  deceptive  pollinated  species 
have rewardless flowers that yet simulate the presence of a reward (van der Pijl & Dodson, 
1966;  Dafni,  1984;  Renner,  2005;  Schiestl,  2005;  Jersáková,  Johnson &  Kindlmann,  2006). 
Although  pollination  through  deception  has  been  documented  in  at  least  32  angiosperm 
families,  approximately  87%  of  the  deceptive  species  are  members  of  the  family 
Orchidaceae  (Renner,  2005).  It  has  been  estimated  that  about  one  third  of  all  orchids, 
corresponding  to  6500  to  8000  species,  attracts  pollinators  by  deception  (van  der  Pijl  & 
Dodson,  1966;  Renner,  2005). Most  deceptive  orchids  are  pollinated  through  generalized 
food deception, attracting food‐foraging insect pollinators by imitating general floral signals 
that are characteristic of rewarding flowers (Jersáková et al., 2006; Peter & Johnson, 2013). 
An  even  more  sophisticated  pollination  syndrome  has  evolved  in  at  least  22  genera  of 
orchids (Gaskett, 2011; Vereecken et al., 2012; Phillips et al., 2014), which deceive only male 
insect  pollinators  by  offering  them  nothing  but  an  illusion  of  virgin  conspecific  females 
(Pouyanne, 1917; Schiestl, 2005). Sexual deception is typically achieved by a nearly perfect 
mimic of the female’s sex pheromone, visual appearance and body texture provided by the 
orchid  flower,  particularly  the  labellum,  i.e.  the  modified  petal  of  the  orchid  flower 
(Kullenberg,  1961;  Schiestl  et  al.,  1999;  Ciotek  et  al.,  2006;  Peakall  et  al.,  2010;  Gaskett, 
2012).  Because  insect mating  signals  are  species‐specific  (Ayasse,  Paxton & Tengö,  2001), 
the flowers of each sexually deceptive species are almost exclusively attractive to males of a 
single,  or  a  few  related,  insect  species,  and  a  highly  specialized  pollination  interaction  is 
maintained  between  these  orchids  and  their  specific  insect  pollinators  (Kullenberg,  1961; 
Paulus & Gack, 1990; Schiestl & Schlüter, 2009; Peakall et al., 2010). Strong floral isolation, 
primarily mediated by the floral scent that underlies the high pollinator specificity, has been 
reported  for  most  co‐occurring  sexually  deceptive  orchids,  which  have  weak  or  absent 




reproductive  isolation  in  sexually  deceptive  orchids,  floral  morphological  traits,  such  as 
floral shape, colour, size and texture, provide visual and tactile stimuli for male pollinators 
and  play  an  important  role  in  converting  attraction  into  effective  pollination  (Kullenberg, 
1961; Spaethe, Moser & Paulus, 2007; Benitez‐Vieyra, Medina & Cocucci, 2009; Streinzer, 
Paulus & Spaethe, 2009; Gaskett & Herberstein, 2010; Gaskett, 2012; Phillips et al., 2013). 





driven  speciation  that  has  probably  been  evolving  in  sexually  deceptive  orchids  (Ayasse, 
Stökl & Francke, 2011; Xu et al., 2012b; Peakall & Whitehead, 2014). 
The  insectiform  flowers  of  the  Euro‐Mediterranean,  sexually‐deceptive  orchid  genus 
Ophrys  L.  (Orchidaceae:  Orchidinae)  have  long  been  intriguing  naturalists  on  account  of 
their  morphological  peculiarity  and  sophisticated  mode  of  reproduction  (Darwin,  1862; 
Correvon & Pouyanne, 1916; Godfery, 1925; Vereecken & Francisco, 2014). Because of the 
special  properties  of  their  labella,  providing  chemical,  visual,  and  tactile  stimuli  for 
pollinators,  Ophrys  flowers  are  pollinated  through  pseudocopulation  by  mate‐searching 
males  of  specific  insects,  predominantly  solitary  bees,  but  also  solitary  parasitic  wasps, 














Xu  et  al.,  2012a).  On  the  other  hand,  highly  volatile  organic  compounds,  such  as  short‐
chained hydrocarbons, alcohols, aldehydes, esters, oxygenated mono‐ and  sesquiterpenes 
and some aromatic compounds, were proved to be efficient in long‐range attraction of male 
pollinators  by  triggering  their  flight  approach  to  the  Ophrys  flowers  in  field  bioassays 
(Kullenberg,  Borg‐Karlson &  Kullenberg,  1984;  Borg‐Karlson &  Tengö,  1986;  Borg‐Karlson, 
1990; Borg‐Karlson et al., 2003; Mant et al., 2005). While the long‐chained hydrocarbons are 
among  the  common  constituents of  the plant  cuticle  (Buschhaus &  Jetter,  2011),  at  least 
part of  the highly  volatile  components of  the odour bouquet  is  probably  synthesised  in a 
floral  secretory structure  (osmophore)  located  in  the apical  region of  the Ophrys  labellum 
(Francisco  &  Ascensão,  2013).  The  occurrence  of  such  a  fragrance‐producing  floral  gland 
was  confirmed  solely  for  four  closely  related Ophrys  species,  namely Ophrys bombyliflora 
Link, O. fusca Link, O. lutea Cav., and O. tenthredinifera Willd. (Vogel, 1990; Ascensão et al., 
2005;  Francisco  &  Ascensão,  2013).  Molecular  phylogenetic  analyses  performed  in  the 
genus Ophrys revealed that O. bombyliflora, O. tenthredinifera and the section Pseudophrys 
Godfery  (to  which  O.  fusca  and  O.  lutea  belong)  together  form  a  major  clade  with  O. 




Kocyan & Widmer, 2001; Devey et al., 2008). Hence,  it  is  important  to know whether  the 
labellum of O. speculum also exhibits an osmophore like its closest relatives and to examine 
floral  features  in order  to  find potentially  informative micromorphological data  that could 
help clarifying the phylogeny of this clade.   
The  orchid‐pollinator  interaction  that  is  established  between  O.  speculum  and  the 
solitary parasitic wasp Dasyscolia ciliata (Hymenoptera: Scoliidae) is particularly remarkable. 
This rare, highly specific pollination liaison of one‐to‐one was reported for the first time in 
the  beginning  of  the  twentieth  century  by  Pouyanne,  whose  field  observations  on  the 
behaviour of males of this wasp upon the  labellum of that particular Ophrys  species were 
determinant for the discovery of the pollination by sexual deception (Correvon & Pouyanne, 
1916;  Pouyanne,  1917).  The  specificity  of  this  relationship  resides  predominantly  in  the 
unusual  chemical  mating  signals  used  by  the  wasp,  and  mimicked  by  the  orchid,  for  its 
reproduction (Ayasse et al., 2003; Ayasse et al., 2011). The behaviourally active compounds 
were  found  to  be  a  combination  of  eight  polar  saturated  (w‐1)‐hydroxy  and  (w‐1)‐oxo 
carboxylic acids, aldehydes, and ethyl esters, but the fraction considered key  is essentially 
composed  of  the  oxo  and  hydroxy  acids,  namely  9‐oxodecanoic  acid,  9‐hydroxydecanoic 
acid,  and  7‐hydroxyoctanoic  acid,  the  two  latter  occurring  in  specific  enantiomeric 
proportions (Ayasse et al., 2003; Ayasse et al., 2011). Moreover, an especially strong visual 
resemblance between the  flower of O. speculum and  the  female of  its pollinator suggests 
that  visual  signals  may  play  a  significant  role  in  the  success  of  the  pseudocopulation 
(Kullenberg,  1961;  Ågren,  Kullenberg  &  Sensenbaugh,  1984;  Paulus,  2006).  Indeed,  the 
micromorphological  characterization  of  the  labellum  of  several  Ophrys  species  and  the 
comparison  of  the  labellum  with  the  body  of  the  female  of  their  pollinators  allowed 
identifying features indicative of visual and tactile mimicry (Ågren et al., 1984; Borg‐Karlson, 
1990; Borg‐Karlson et al., 1993; Servettaz, Bino Maleci & Grünanger, 1994; Ascensão et al., 
2005;  Cortis  et  al.,  2009;  Bradshaw  et  al.,  2010;  Vignolini  et  al.,  2012a;  Francisco  & 
Ascensão, 2013). Although the general micromorphology of the labellum of O. speculum  is 
well documented  (Ågren  et al.,  1984; Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994; Bradshaw  et 
al., 2010; Vignolini et al., 2012a), a thorough description of the flower structure is needed 
for  this  peculiar  species,  since  some  controversy  exists  about  the  configuration  of  the 
stigmatic cavity and the basal region of the labellum (Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994; 
Aldasoro & Sáez, 2005; Delforge, 2005; Bradshaw et al., 2010).  
Giving  continuity  to  our  studies  on  the  labellum  micromorphology  and  anatomy  of 
representative  species  of  the  four  groups  that  constitute  the  clade  composed  of  O. 
bombyliflora, O. tenthredinifera, O. speculum and the section Pseudophrys (Ascensão et al., 
2005;  Francisco & Ascensão,  2013),  here we  focus on O.  speculum,  the  species  for which 

















the Herbarium of  the University of  Lisbon Botanical Garden  in Portugal  (LISU 231242 and 
LISU 231246).  




x  width)  in O.  speculum  subsp.  lusitanica  and  7  x  4  to  9  x  6  mm  (length  x  width)  in O. 
speculum  subsp.  speculum,  corresponding  to  1–3  days  and  1–2  days  before  the  anthesis, 
respectively; and (3) freshly opened flower (also referred to as open flower) – flowers at the 
beginning of the anthesis. 
One  female  wasp  of Dasyscolia  ciliata  Fabricius,  1787  (Hymenoptera:  Scoliidae)  was 
captured  in  April  2008  in  the  vicinity  of  a  population  of O.  speculum  subsp.  speculum  in 
Serra de Sicó, which is located in the central‐littoral region of Portugal. 
SCANNING ELECTRON MICROSCOPY (SEM) 
Four  freshly  opened  flowers  and  two  late  buds  of  each  of  the  two  subspecies  of O. 
speculum and the sole female wasp were fixed with 2.5% glutaraldehyde  in 0.1 M sodium 
phosphate buffer, at pH 7.2, following the experimental procedure described in Francisco & 




Flower  morphology  was  described  using  the  terminology  of  Devillers  and  Devillers‐
Terschuren  (1994).  Epidermal  cell  types were defined  considering  the  features of  the  cell 







individual  (which  was  previously  fixed  and  critical‐point  dried)  were  examined  under  an 
Olympus SZH‐ILLK stereomicroscope (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan). Images were 
recorded  digitally  using  an Olympus  C‐7070 Wide  Zoom digital  camera  (Olympus  Imaging 
Corp., Tokyo, Japan).  
For detecting macroscopically the osmophore, two intact freshly opened flowers of O. 







using  a  Leica  RM‐2155  microtome  (Leica  Microsystems,  Nussloch,  Germany).  Historesin 
sections were sequentially stained with periodic acid–Schiff (PAS) reagent / toluidine blue O  
(Feder & O’Brien, 1968) or  toluidine blue O with pre‐treatment with  sodium hypochlorite 
plus  post‐staining  with  dilute  Lugol  (Gutmann,  1995)  for  general  histology  and  for  total 
polysaccharides and starch. Sudan black B (Bronner, 1975; Parham & Kaustinen, 1976) was 
used for detection of lipids and tannins. Appropriate controls were also performed.  
Portions  of  the  apical  margin  of  the  labellum  from  flowers  of  O.  speculum  subsp. 
lusitanica, at all three developmental stages, were also fixed with glutaraldehyde, post‐fixed 
with  osmium  tetroxide,  and  embedded  in  Epon‐Araldite  resin  (Electron  Microscopy 
Sciences,  Fort  Washington,  Pennsylvania,  USA),  following  the  experimental  procedure 
described  in Francisco & Ascensão  (2013).  Semi‐thin  sections  (roughly 0.5 µm  thick) were 
obtained with a Sorvall MT‐1 ultramicrotome (Sorvall  Inc., Norwalk, USA) and stained with 
Sudan black B for lipids and tannins (Bronner, 1975; Parham & Kaustinen, 1976).  
For  the histochemical  characterization of  the osmophore,  transverse  and  longitudinal 
hand‐cut  sections  of  the  glabrous  apical margin  of  the  labellum were made  in  fresh  late 
buds and open flowers of the two subspecies of O. speculum. Neutral red was used as a lipid 
fluorochrome for detecting lipids under ultraviolet and blue light (Kirk, 1970). Sections were 
tested  for  total  lipids  with  Sudan  black  B  (Pearse,  1985)  and  for  terpenoids  with  Nadi 
reagent  (David  &  Carde,  1964),  with  negative  control  reactions  being  carried  out 





Transverse and  longitudinal hand‐cut sections of  the basal and median regions of  the 
labellum  were  also  made  in  fresh  buds  and  open  flowers  of  the  two  subspecies  of  O. 
speculum, and then tested for lipids with Sudan IV (Pearse, 1985). 
Observations  were  made  with  a  Leica  DM‐2500  microscope  (Leica  Microsystems, 
Wetzlar, Germany) and images were recorded digitally with a Leica DFC‐420 camera (Leica 
Microsystems,  Heerbrugg,  Switzerland)  and  the  Leica  Application  Suite  software  (version 








The peculiar  flowers of O. speculum  are easily  recognizable by  their  convex, obovate, 
trilobed  labellum  that  exhibits  a wide,  shining,  blue  speculum delimited by  an orange‐to‐
green  band  and  a  dense,  long  submarginal  pilosity  that  hides  a  broad,  glabrous,  apical 
margin provided with a central notch (Fig. 1). 
 
Figure  1. Macrographs  of  flowers  of Ophrys  speculum  subsp.  lusitanica  (A)  and Ophrys  speculum 
subsp.  speculum  (B),  showing  the principal morphological  floral  features.  The  stigmatic  cavity and 
the three main regions of the labellum (basal, median, apical) are delimited. Scale bars: 2.5 mm. 
Stereomicroscopic  observations  showed  that  the  two  investigated  subspecies  of  O. 
speculum  differ  in  some  features.  The  labellum of O.  speculum  subsp.  lusitanica  presents 







to  a  knee‐shaped  curvature  at  the  middle  (Figs.  1A,  2C,  E).  By  contrast,  in O.  speculum 
subsp.  speculum  flowers,  the  central  labellum  lobe  is  moderately  convex  and  exhibits  a 





Moreover,  the  stigmatic  cavity  of  the  flowers  of O.  speculum  presents  an  unusually 
extensive, elevated,  flat  floor  that  is  framed by  two  long, protruding  labia or crests – one 
internal and another external – on each of its sides (Fig. 2A, B). The labia are considered to 
be forward projections of the inferior portion of the walls of the stigmatic cavity flanking its 
floor  (Fig. 2A, B). A pair of  shining, black pseudoeyes arises  from  the  temporal  callosities, 
which are located in the upper portion of the stigmatic cavity, immediately below a pair of 





region of  the  labellum of  an open  flower of  each  subspecies,  showing  their main  components.  C, 
Late bud just before the anthesis, showing the not‐fully expanded labellum – note the natural yellow 




the  central notch.  F,  Freshly opened  flower  (in back  view) after  immersion  in diluted neutral  red, 





crest;  el,  external  labium;  fl,  floor  of  stigmatic  cavity;  gm,  glabrous margin;  gr,  labellar  groove;  il, 
internal labium; ll, lateral labellum lobe; pe, pseudoeye; po, pollinarium; st, staminodial callosity; tc, 
temporal callosity. Scale bars: 1 mm (A, B); 2 mm (D, F); 2.5 mm (C, E). 
The  prominent  stigmatic  cavity  of O.  speculum  seems  to  join  the  basal  region  of  the 
labellum  in  a  singular manner.  A  confined  basal  field  –  a  part  of  the  labellum  –  appears 
elevated  and  restricted  to  a  cupuliform  concavity,  which  is  located  between  the  distal 
portions of the internal labia of the stigmatic cavity and is surrounded, in its distal side, by 
an augmented portion of the labellum fused with these labia (Figs. 2A, B, 3A, B). The area of 
the  labellum  immediately  below  it,  which  is  placed  in  a  lower  level,  exhibits  a  sulcate 
texture due to a series of grooves and crests that diverge radially from the constricted area 
occurring between the stigmatic cavity and the basal region of the labellum (Figs. 1, 2A, B). 
The  labellum  of O.  speculum  subsp.  lusitanica  presents  a  narrow,  oblong  to  rectangular 
basal field, which contrasts with the wide, oblong to shield‐shaped basal field that typically 
occurs  in O.  speculum  subsp.  speculum  (Figs.  2A, B,  3A, B).  This  latter  subspecies exhibits 
generally less marked internal labia in the stigmatic cavity and less pronounced grooves and 
crests in the basal region of the labellum than O. speculum subsp. lusitanica (Figs. 1, 2A, B). 
However,  some  morphological  variation  was  observed  among  individuals  of  each 




Scanning  electron microscopic  observations  revealed  that  the  flowers of O.  speculum 
exhibit  seven different epidermal cell  types  in  the adaxial surface of  the  labellum and the 
stigmatic  cavity.  By  contrast,  the  glabrous  abaxial  surface of  the  labellum  is  composed of 






cross  the  cell  anticlines  and  to  be  linked  to  the  striations  lain  on  the  outer  cell  wall  of 
adjacent epidermal cells (Fig. 3C). Apart from the floor, the stigmatic cavity exhibits basically 
(2)  smooth,  flat  to  lenticular  cells with  isodiametric,  polygonal  outline,  particularly  in  the 
pseudoeyes  (temporal  callosities),  staminodial  callosities,  as  well  as  internal  and  external 
labia (Fig. 3A, B, D). In the enlarged, long internal labia and in the augmented portion of the 








region  of  the  labellum  in  flowers  at  anthesis  of Ophrys  speculum  subsp.  lusitanica  (A,  D,  F)  and 
Ophrys speculum subsp. speculum (B, C, E, G–I). A, B, Basal region of the labellum contiguous to the 
stigmatic cavity of each subspecies – note that the basal field is confined to a cupuliform concavity 
occurring  between  the  two  internal  labia  of  the  stigmatic  cavity, which  are  fused distally with  an 
augmented portion of the labellum, where rows of ordered cuticular ridges are evident (arrows). C, 
Floor of the stigmatic cavity, showing densely striated, elongated, flat epidermal cells. D, Pseudoeye 
provided  with  smooth  lenticular  cells.  E,  Basal  field,  showing  sub‐conical  trichomes  near  the 
periphery  of  the  cupuliform  concavity.  F,  Labellar  crest  flanked  by  grooves  (arrows).  G,  Detail  of 
labellar  crest  showing  the  transition  between  densely  striated  cells  (near  the  groove)  and  nearly 










The  basal  field  of  the  labellum  in O.  speculum  consists  of  mostly  (3)  sub‐conical  to 
attenuate trichomes with fine cuticular striations on their surface, which are restricted to a 
cupuliform  concavity  occurring  in  the  area  of  confluence  between  the  labellum  and  the 
stigmatic  cavity  (Fig.  3A,  B,  E).  Shorter  conical  trichomes  occur  in  the  periphery  of  the 
cupuliform  concavity  (Fig.  3E)  and  typically  longer  attenuate  trichomes,  which  have 
occasionally  sinuate  tips  (especially  in O.  speculum  subsp.  lusitanica),  are  present  in  the 
centre of the basal field.  
The sulcate area of  labellar crests and grooves  that diverge  from the constricted area 
occurring  below  the  basal  field  extends  into  the  lateral  labellum  lobes.  In  O.  speculum 
subsp. lusitanica, this area is composed of smooth, lenticular cells with a polygonal outline 
and  sometimes  it  exhibits  prominent  cuticular  ridges  similar  to  those  occurring  over  the 
surface of the internal labia (Fig. 3F). In contrast, the homologous area of the labellum in O. 




The  lateral  lobes  of  the  labellum  in  O.  speculum  present  a  wide  glabrous  surface 
surrounded  by  a  dense marginal  indumentum of  (5)  long  contorted  trichomes,  similar  to 
those occurring in the sub‐marginal indumentum of the central labellum lobe (Fig. 4G). The 
glabrous  portion  of  the  lateral  lobes  is  composed  of  lenticular  cells with  an  isodiametric, 
polygonal  outline,  which  are  usually  smooth  or  slightly  striated  in  O.  speculum  subsp. 
lusitanica (data not shown) and densely striated in O. speculum subsp. speculum (Fig. 3H, I), 
although  the  degree  of  cuticular  striation was  found  to  vary  amongst  individuals  of  each 












the  labellum  in  flowers  at  anthesis  of Ophrys  speculum  subsp.  speculum  (A,  B,  G–I)  and Ophrys 
speculum  subsp.  lusitanica  (C–F).  A,  Detail  of  the  basal‐median  region  of  the  labellum,  near  the 




area  of  the  speculum.  D,  Flat  epidermal  cells  coexist  with  cells  with  a  central  depression.  E, 
Speculum cells with strips of cuticular depositions, near the labellum margin. F, General view of the 
rows  of  cuticular  depositions  that  are  laid  over  certain  cells  near  the  labellum  margin.  G,  Long 





speculum  that  is  mostly  composed  of  (6)  flat  to  slightly  convex  epidermal  cells  with  a 
hexagonal outline and very fine, parallel cuticular striations on their outer cell wall (Fig. 4B, 







long,  prominent  cuticular  depositions  were  found  to  be  laid  over  certain  portions  of 
contiguous cells (Fig. 4E). Rows of such ordered cuticular depositions occur in the speculum 
of both  subspecies, but  are particularly extensive  in O.  speculum  subsp.  lusitanica, where 
they  appear  parallel  arranged  to  each  other  near  the  apical  margin  (Fig.  4F)  and  in  the 
beginning of  the  speculum, near  the confluence area between  the central  and  the  lateral 
labellum lobes. 
A  thin  film seems to cover  the  labellum surface  in O. speculum  subsp. speculum. This 
film  appears  to  have  been  split  into  several  strips  in  the  area  occupied  by  the  labellar 
grooves  and  crests,  particularly  in  the  central  portion  of  the  basal‐median  region  of  the 




The  speculum  is  surrounded by a  submarginal band of  long contorted  trichomes  (Fig. 
4G)  and  then  by  a  broad,  glabrous  apical margin  composed  of  (7)  smooth,  dome‐shaped 
papillae, which become highly voluminous towards the labellum margin itself (Fig. 4H, I). 
MICROMORPHOLOGY OF THE FEMALE WASP 
The  body  and  the  legs  of Dasyscolia  ciliata  female wasp  are  covered  by  a  brownish‐
orange‐coloured pilosity (Fig. 5A), which consists of long, thin, straight hairs (Fig. 5B, H). The 
abdominal  segments  are  provided  with  slightly  spiralled  hairs  grouped  in  tufts  that  are 
arranged  into  a  band  around  each  segment  (Fig.  5D–F).  A  sparse  pilosity  covers  the 
remaining portion of  the  surface of  the abdominal  segments  (Fig.  5D,  F). By  contrast,  the 
two pairs  of wings  are provided with no hairs  on  their  surface  (Fig.  5H,  I),  except  for  the 
proximal area along the costal vein, where sparse, small hairs were found (data not shown). 
The  two crossed  forewings, which partially overlap each other,  form an  inverted V at  the 
apex (Fig. 5A, C) and are provided with several conspicuous veins, particularly prominent at 
their  proximal  area  (Fig.  5B).  The  forewings’  surface  is  rippled due  to  a  series  of  parallel, 
longitudinal  striations  (Fig.  5C,  I) which  are  frequently  associated with  cuticular  folds  and 
irregular wrinkles (Fig. 5J, K). A glabrous scale‐like sclerite, the tegula, covers the base of the 
wings  near  the  point  of  attachment  to  the  thorax  (Fig.  5A,  B,  G).  Two  distinct  areas  are 
visible in the dorsal region of the mesothorax, namely the scutum, a glabrous black‐shining 
area, and  the scutellum, a  smaller hairy area  that presents a pilosity  similar  to  the  region 












surface  of  the  abdomen,  showing  a  band  of  hair  tufts  on  each  segment  (arrows).  E–K,  Scanning 
electron micrographs. E, Bottom view of the abdomen showing its last segment and the apical bands 
of hairs. F, Detail of  the hairs grouped  in tufts on the dorsal surface of  the abdomen. G, Glabrous 
tegula. H, Uncovered portion of  the hairy metanotum delimited by  the  two glabrous  forewings.  I, 






a  long  period  of  anthesis  that  lasts  12–17  days  (A.  Francisco,  personal  observation).  The 
glabrous  apical  margin  of  the  labellum  of  freshly  opened  flowers  of O.  speculum  subsp. 









The  quick  absorption  of  the  diluted  neutral  red  by  the  epidermal  cells  of  the  apical 
margin of the labellum in O. speculum provided a first indication of their secretory nature, 
which was subsequently confirmed by the results of the anatomical and histochemical study 
(Figs.  6,  7).  Indeed,  the  dome‐shaped  papillae  that  occur  in  the  apical  labellum  margin 
present features typical of secretory cells, i.e. a dense cytoplasm, a large nucleus lying at the 
base  of  the  cell,  numerous  plastids,  several  small  vacuoles  at  the  cell  apex,  and  thin  cell 
walls (Figs. 6, 7A). Primary pit fields were also found between epidermal cells (Fig. 6G). The 
pleiomorphic  plastids  that  occur  in  the  domed  papillae  exhibit  a  typical  perinuclear 
distribution  (Figs.  6G–I,  7A,  E).  The  absence,  in  these  plastids,  of  the  characteristic  red 
autofluorescence  of  the  chlorophyll  pigment  under  blue  light  indicates  that  they  are 
leucoplasts  (Fig.  7E).  By  contrast,  large  fusiform  to  oblong  chloroplasts  abound  in  the 
subepidermal parenchyma cells of the apical labellum margin (Figs. 6H, 7A, B, E). In the two‐
to‐three layers of the subepidermal parenchyma cells, few starch grains were found in the 




typically  a  dense  cytoplasm  and  a  large  nucleus,  both  in  the  epidermis  and  in  the 
parenchyma  (Figs.  6B,  E, H,  8K–O),  and  starch‐rich plastids  occur  in  the parenchyma  cells 
throughout the labellum (Figs. 6E, 8K, N). The maintenance of these features in later stages 
of  the  flower  development,  which  is  indicative  of  the  secretory  nature  of  the  cells,  was 











neutral  red  (Fig.  2F).  Thus,  the  osmophore  of O.  speculum  is  composed  of  the  generally 
hypertrophied dome‐shaped papillae,  together with  the underlying  two‐to‐three  layers of 






Figure  6.  Light  micrographs  of  sections  of  the  apical  region  of  the  labellum  in Ophrys  speculum 
subsp. lusitanica (A, C, F–I) and Ophrys speculum subsp. speculum (B, D, E). A–G, Historesin sections 
stained  with  toluidine  blue/Lugol  (A,  G)  or  PAS/toluidine  blue  (B–F).  A,  B,  D–G,  Transverse, 
longitudinal  (F) or paradermal  (G) sections of  the glabrous  labellum margin. A, Early bud, showing 
two  different  portions  of  the  labellum  margin  –  note  that  the  most  apical  portion  (upper  half) 
presents epidermal cells with a denser cytoplasm in both abaxial and adaxial surfaces. B, Early bud, 
showing  secretory  epidermal  cells  on  the  abaxial  surface. D,  Labellum margin  itself  in  a  late  bud, 
showing hypertrophied  secretory  dome‐shaped papillae.  E,  Early  bud,  showing PAS‐positive,  pink‐
stained  plastids  with  low  starch  content  in  the  subepidermal  parenchyma  cells  on  the  abaxial 
surface.  F,  Open  flower,  showing  an  absence  of  starch  in  the  parenchyma  and  an  increased  cell 
vacuolization.  G,  Paradermal  section  of  epidermal  cells  in  a  late  bud,  showing  primary  pit  fields 








the  loose  inner  cell walls  (white  arrows).  ab,  abaxial  surface;  ad,  adaxial  surface;  nu,  nucleus;  pl, 
plastids; ra, raphides; va, vacuole. Scale bars: 150 μm (A); 100 μm (C); 50 μm (B, D–F); 25 μm (G–I). 
The histochemical tests performed both in semithin epoxy sections and in fresh hand‐
cut  sections  revealed  a  low  amount  of  a  lipophilic  secretion  associated  with  the  domed 
papillae at the apical labellum margin of O. speculum (Figs. 6H, I, 7C–F). Translucent droplets 





the  labellum margin  (Fig.  6H,  I).  Some  lipophilic  inclusions  located mainly  in  the  cortical 





The  distinctive  basal  field  of  O.  speculum  is  composed  of  densely  packed  trichomes 
which  are  located  in  a  cupuliform  concavity  occurring  between  the  internal  labia  of  the 
stigmatic cavity (Fig. 8A, B). These trichomes appeared oblong in transverse and longitudinal 
sections  and  exhibited  granular  phenolic  inclusions  in  their  vacuoles,  which  stained  dark 
greenish‐blue  with  toluidine  blue  (Fig.  8E–G).  In  some  early  buds  of O.  speculum  subsp. 
lusitanica, certain trichomes were found to be collapsed, a  finding that was shown by the 






observed throughout  the  flower development  in  the basal  field  (Fig. 8E–G),  labellar crests 
(Fig. 8I), and speculum (Fig. 8J–O) of O. speculum flowers. In the parenchyma tissue of the 






Figure  7.  Histochemical  characterization  of  fresh  hand‐cut  sections  of  the  apical  margin  of  the 
labellum in Ophrys speculum subsp. lusitanica (A, C–E) and Ophrys speculum subsp. speculum (B, F). 
A–C,  Transverse  sections  without  any  treatment  (control).  A,  Late  bud  just  before  the  anthesis, 
showing polarized dome‐shaped papillae with a nucleus surrounded by plastids located at the basal 
portion of the cell and several vacuoles occupying the cell apex. B, Open flower, showing the natural 
magenta  pigmentation  of  the  anthocyanin‐rich  vacuoles  in  the  epidermal  cells.  C,  Open  flower, 
showing translucent droplets (arrows) visible on the surface of the epidermal cells. D–F, Sections of 
open  flowers. D,  Transverse  section  stained with Nadi  reagent,  showing  violet‐stained droplets of 
secretion (arrows) on the surface of the epidermal cells. E, Autofluorescence of a transverse section 
seen under blue light – note a green autofluorescence near the outer epidermal cell walls (arrows) 
and  a  red  autofluorescence  of  the  chloroplasts  in  the  sub‐epidermal  parenchyma  cells.  F, 
Paradermal section of the epidermis stained with neutral red and seen under blue light, showing a 







Figure 8.  Light micrographs of sections of  the basal and median regions of  the  labellum  in Ophrys 
speculum subsp. lusitanica (A, C–E, I, K, L) and Ophrys speculum subsp. speculum (B, F–H, J, M–O). A–
G, Basal  field of  the  labellum. A, B,  Transverse  fresh hand‐cut  sections  in  a  late bud  stained with 
Sudan  IV  (A)  and  a  freshly  opened  flower  without  any  treatment  (B),  showing  the  subconical  to 
attenuate trichomes of the basal field occurring in a cupuliform concavity between the internal labia 
of  the  stigmatic  cavity.  C–G,  Historesin  sections  stained  with  PAS/toluidine  blue  or  toluidine 
blue/Lugol  (E).  C, D,  Paradermal  sections  of  the  basal  field  in  an  early  bud,  showing  trichomes  in 
their  transverse  extent  in D  –  note  the  intense  dark‐blue  stained  content  of  some  collapsed  cells 
(arrows). E–G, Transverse or longitudinal (F) sections of the densely packed trichomes of the basal 
field  in  late  buds  (E,  F)  and  an  open  flower  (G)  –  note  the  dark‐greenish‐blue‐stained  granular 
vacuolar  inclusions.  H,  I,  Labellar  crests  near  the  beginning  of  the  speculum  in  open  flowers.  H, 
Oblique  fresh  hand‐cut  section  stained  with  Sudan  IV,  showing  a  Sudan‐positive,  red‐stained 




PAS/toluidine  blue,  showing  highly  vacuolated  epidermal  and  parenchyma  cells.  J–O,  Historesin 
sections  of  the  speculum  stained with  PAS/toluidine  blue  (J,  K, M,  N)  or  Sudan  Black  B  (L,  O).  J, 
Central‐median  area  of  the  speculum  in  a  late  bud,  showing  a  nearly  smooth  surface  of  the 




cells  – note  that  the  cuticle  is detached  from  the outer  tangential walls  in  an  irregular way along 
contiguous  cells  (arrows)  and  that  a  subcuticular  space  appears  underneath.  bf,  basal  field;  il, 
internal labium; ra, raphides. Scale bars: 150 μm (A, B); 100 μm (C, H); 50 μm (D–G, I–O). 
The epidermis of the speculum in late buds and open flowers of O. speculum consists of 
highly vacuolated flat to  lenticular cells  that are quadrangular to rectangular  in transverse 
section, which display a nearly smooth cuticle (Fig. 8J). By contrast, at the early bud stage, 
the epidermal cells of the speculum, besides presenting a very dense cytoplasm with several 
plastids  and  a  large  nucleus  containing  a  nucleolus  (Fig.  8K–O),  exhibit  a  slightly  ridged 
cuticle (Fig. 8K) which acquired occasionally an uncommon configuration in certain areas of 
the speculum (Fig. 8M–O). Indeed, the lateral portion of the apical area of the speculum in 
an  early  bud  of O.  speculum  subsp.  speculum  displayed  a  series  of  contiguous  epidermal 
cells whose cuticle had been detached from their outer tangential walls, in such a way that 




bud  stage  in O.  speculum  subsp.  speculum  (Fig.  8M–O). We  did  not  find  such  a  cuticular 








The  present  study  shed  new  light  on  the  configuration  of  the  uncommon  stigmatic 
cavity  and  labellum  of  O.  speculum  and  is  the  first  to  show  micromorphological  and 
anatomical evidences for the occurrence of a clear basal field in the labellum of this species. 
The concept of basal field was defined, and used thereafter, as a differentiated area of the 
basal  region  of  the  labellum  in  Ophrys  flowers  separating  the  stigmatic  cavity  from  the 
speculum, which may have a colouration either contrasting or similar  to  that exhibited by 




differentiated  area  corresponding  to  the basal  field  is  easily  noticeable  in  the majority  of 
species  of  the  genus  Ophrys,  being  notably  absent  from  the  labellum  of  the  species 
belonging  to  the  section  Pseudophrys,  such  as  O.  fusca  and  O.  lutea  (Godfery,  1928; 
Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994; Delforge, 2005). However, the occurrence of a basal 
field  is  still  controversial  for O.  speculum,  despite  a  distinct  circumscribed  area  has  long 
been  documented  in  the  basal  region  of  the  labellum of  this  species  (Ågren  et  al.,  1984; 
Borg‐Karlson, 1990; Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994; Aldasoro & Sáez, 2005; Delforge, 
2005;  Bradshaw  et  al.,  2010).  Some authors  considered  the basal  field  of O.  speculum  as 
absent and replaced by a small shield in the slope that separates the labellum from the floor 
of the stigmatic cavity (Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994). One author described  it as 
an  (ob)oval  to  elliptic  area  provided  with  callosities  (Delforge,  2005),  whereas  others 
interpreted it as a smooth, flat area flanked by crests (Aldasoro & Sáez, 2005; Bradshaw et 
al.,  2010).  In  the  present  study,  we  considered  that  the  basal  field  of  O.  speculum  is 
confined to the distinctive cupuliform concavity provided with trichomes that occurs in the 
area where the basal region of the labellum joins the stigmatic cavity.  
A  correct  interpretation  of  the  structure  of  this  particular  floral  part  in O.  speculum 
demands a detailed micromorphological comparison with other Ophrys species, so that the 
homology between floral parts could be established. Homology assessment is usually based 
on  the  following  criteria:  (1)  similarity  in  relative  position;  (2)  sharing  a  common  special 
feature;  and/or  (3)  occurrence of  intermediate  forms  (Sattler,  1994; Chin  et  al.,  2013).  In 
this context, and given that the basal field of Ophrys flowers is the part of the labellum that 
separates  the  floor  of  the  stigmatic  cavity  from  the  speculum  (Devillers  &  Devillers‐
Terschuren,  1994;  Francisco & Ascensão,  2013),  two  lines  of  evidence  emerged  from our 
observations  which  support  a  hypothesized  homology  between  the  basal  field  of  O. 
speculum,  restricted to the trichomes occurring  in the cupuliform concavity, and the basal 
field of other Ophrys species. First, in terms of its relative position, the cupuliform concavity 
of  O.  speculum  was  found  to  be  located  between  the  unusually  extensive  floor  of  the 
stigmatic  cavity  and  the  labellar  area  of  crests  and  callosities  immediately  above  the 
speculum. The elongated, flat epidermal cells with a densely ridged surface that were found 
in the floor of the stigmatic cavity in O. speculum are similar to those occurring in the floor 
of  the  stigmatic  cavity  in  other  Ophrys  species,  particularly  its  close  relatives,  O. 
bombyliflora  and  O.  tenthredinifera,  as  well  as  O.  scolopax  Cav.  (Francisco  &  Ascensão, 
2013;  Francisco,  Porto &  Ascensão,  2015).  Therefore,  there  is  no  reason  to  interpret  the 
exceptionally  long,  narrow  floor  exhibited  by O.  speculum,  framed  by  two  pairs  of  long 
crests or labia on each side, which are also part of the stigmatic cavity, as a poorly defined, 
flat  basal  field  (Aldasoro &  Sáez,  2005;  Bradshaw  et  al.,  2010).  By  contrast,  like  in  other 









2010;  Francisco & Ascensão,  2013;  Francisco  et  al.,  2015). Despite  trichomes occurring  in 
that  labellum  region  were  found  to  vary  in  height  and  shape  among  Ophrys  species 
(Francisco & Ascensão, 2013; Francisco et al., 2015), this finding fulfils the second homology 
criterion mentioned above.  
An  additional  argument  for  our  hypothesis  that  the  basal  field  of  O.  speculum  is 
confined  to  the  cupuliform  concavity  stems  from  anatomical  observations,  which  were 
consistent with the idea that the trichomes occurring in the cupuliform concavity are tightly 
packed into the exiguous space that remained between the enlarged, prominent labia of the 
stigmatic  cavity. We  found  some  of  these  trichomes  collapsed  at  the  early  bud  stage  of 
flowers of O. speculum subsp.  lusitanica, which  is  the subspecies with the narrowest  floor 
and  with  the  most  inflated  internal  labia.  From  this  finding  we  may  infer  that  the  cells 
occurring inside the cupuliform concavity seems to be subjected to great compression and 
that  the  collapse  of  certain  cells  may  occur  as  a  way  of  gaining  extra  space  for  the  full 
development of the basal field trichomes.  
Therefore, we propose that the cupuliform concavity of O. speculum is an evident basal 
field  which,  instead  of  being  absent  (Devillers  &  Devillers‐Terschuren,  1994)  or  being  an 
exclusive structure of this species (Bradshaw et al., 2010), is in fact probably homologous to 









field  in  the  labellum,  which  might  be  regarded  apparently  as  a  mere  issue  of  concept, 
exceeds  largely  its  theoretical  dimension.  Indeed,  elucidating  the  floral  structure  of  O. 
speculum,  through  detailed  micromorphological  characterization  and  comparison  with 
other  Ophrys  species,  allowed  the  establishment  of  homologies  between  floral  parts  in 
Ophrys, which constitute the necessary basis of any character definition if a morphological 
phylogenetic  analysis  is  intended  to  be  performed  (Kearney  &  Rieppel,  2006;  Nixon  & 
Carpenter,  2012).  In  effect,  the micromorphological  and  anatomical  data  on O.  speculum 
described  in  the present  study has been  recently  analysed and  combined with equivalent 

















three different epidermal cell  types,  rather  than  four as  initially assumed by us,  since  the 
long attenuate trichomes with enlarged bases that occur in the basal region of the labellum 
of  these  two species are actually  rather  similar  to  those covering  the apical  region of  the 
labellum,  regardless of  having  straight or  sinuate  tips  (Ascensão  et  al.,  2005). Our  finding 
that seven different epidermal cell types occur in the labellum and the stigmatic cavity of O. 
speculum  contrasts with  the  lower  cell  diversity  (of  only  four  cell  types)  reported  for  this 
same  species  in  the  comparative micromorphological  survey  of  the  genus Ophrys  carried 
out by Bradshaw et al. (2010). While the latter authors considered that a single cell type, i.e. 
smooth,  non‐papillate  cells,  occurs  in  the pseudoeyes,  in  the  floor  of  the  stigmatic  cavity 
(which was misinterpreted as a putative basal field in their survey), and in the speculum, our 
observations  showed  that  each  of  these  floral  areas  in  O.  speculum  exhibits  a  distinct 
epidermal  cell  type. According  to our  results, only  the pseudoeyes exhibit  smooth,  flat  to 
lenticular  cells,  whereas  the  floor  of  the  stigmatic  cavity  was  found  to  consist  of  flat, 
elongated, polygonal cells with a rugose instead of smooth (Bradshaw et al., 2010) surface, 
like the floor of other Ophrys species (Francisco & Ascensão, 2013; Francisco et al., 2015). 
Furthermore,  the  flowers of O. speculum observed  in our  study exhibited a  speculum 
composed  of  flat  to  lenticular  cells  with  isodiametric,  polygonal  outline  and  very  fine, 
parallel‐arranged  cuticular  striations  on  their  surface.  In  what  concerns  cell  surface,  our 
finding  is  somewhat  inconsistent with what was described by Bradshaw et al.  (2010)  and 
Vignolini  et  al.  (2012a).  Although  similar  very  fine  cuticular  striations  are  evident  on  the 
surface  of  the  speculum  cells  in  both  the  scanning  and  the  transmission  electron 






on  the  speculum  of  this  species  (Vignolini  et  al.,  2012a),  the  authors  confirmed  the 
extremely flat and smooth surface of these speculum cells. The discrepancy that seems to 
exist  between  our  results  and  those  reported  by  Bradshaw  et  al.  (2010)  and  especially 
Vignolini  et  al.  (2012a)  concerning  the  cuticular  striations  of  the  speculum  cells  may  be 
linked  with  the  different  provenance  of  the  plants  in  the  three  studies.  The  flowers 
examined in the present study came from natural populations whereas those examined in 
the other two studies came entirely (Vignolini et al., 2012a) or predominantly (Bradshaw et 
al.,  2010)  from  cultivated  plants.  Edaphoclimatic  conditions  such  as  soil  moisture,  light 
intensity, air temperature and air humidity are necessarily different for wild and cultivated 




and  the  strong  specular  reflection  of  light  reported  for  the  speculum  of  these  flowers 
(Vignolini  et  al.,  2012a).  Rare  plant  species  also  present  glossy  petals,  or  petal  areas, 
exhibiting a surface formed by smooth, flat cells, such as Ranunculus repens L. (Vignolini et 
al., 2012b), or the sexually deceptive fly‐pollinated Gorteria diffusa Thunb. (Thomas et al., 
2009).  The  occurrence  of  flat  to  lenticular  cells  in  the  speculum  is  also  shared  with  the 
closely‐related O. bombyliflora  and O.  tenthredinifera  (Bradshaw  et al.,  2010;  Francisco & 
Ascensão, 2013), although the parallel arrangement of the cuticular striations on the surface 
of the speculum cells  in O. speculum appears to be unique  in the genus, since  it contrasts 
with the typical spirally arranged pattern of cuticular striations of the other Ophrys species 
(Servettaz et al., 1994; Ascensão et al., 2005; Bradshaw et al., 2010; Francisco & Ascensão, 
2013).  Besides  O.  speculum,  only  a  few  species  belonging  to  the  group  of  O.  bertolonii 






1998;  Jetter,  Schäffer  &  Riederer,  2000;  Jeffree,  2006;  Koch  et  al.,  2008),  although  it  is 
usually  difficult  to detect by  SEM  (Barthlott  et  al.,  1998;  Koch  et  al.,  2008). On  the other 
hand,  the  irregular cuticular projections that we observed on the speculum cell  surface  in 








On  the  other  hand,  our  finding  that  the  epidermis  of  the  speculum  in O.  speculum 
consists  in  an  imperfect  pattern  of  cells  with  a  predominantly  hexagonal  outline 






We  also  noted  a  remarkable  similarity  between  the  cuticular  thickenings  found  over 
certain areas of epidermal cells in the basal region of the labellum in O. speculum and those 
occurring  in  the  external  labia  of  the  stigmatic  cavity  in  O.  bombyliflora  (Francisco  & 
Ascensão,  2013).  Several  micromorphological  and  anatomical  features  described  in  the 
present  study  were  found  to  have  evolutionary  significance  for  the  phylogenetic 
reconstruction of the clade to which O. speculum belongs (Francisco et al., 2015). 
Visual and tactile mimicry 
The  present  comparative  micromorphological  study  on  the  labellum  and  stigmatic 
cavity of O. speculum and on the body of a female of its wasp pollinator, Dasyscolia ciliata, 
provides  a  fresh  view  upon  the  well  established  visual  and  tactile  mimicry  occurring 
between  them  (Correvon & Pouyanne, 1916; Pouyanne, 1917; Kullenberg, 1961; Ågren  et 
al., 1984; Paulus, 2006). From a detailed comparison between flower and wasp, we are able 
to propose new evidences of mimicry, specifically between: (1) the oblong to shield‐shaped 
basal  field confined to  the cupuliform concavity of O. speculum and  the hairy area,  in  the 
shape  of  an  inverted  triangle,  corresponding  to  the  pilosity  of  the  metanotum  and  the 
scutellum of the wasp (Figs. 2A, B, 3A, B, 5A, B, H); (2) the two pairs of labia of the stigmatic 
cavity of O. speculum and the prominent costal veins of the proximal portion of the crossed 




appeared  parallel  to  the  apical  margin  of  the  labellum  in  O.  speculum  and  the  rippled 
surface  of  the  apical  portion  of  the  wasp’s  wings  (Figs.  4F,  5C,  I);  and  even  (6)  the 
heterogeneous  cuticular  pattern  of  the  lateral  labellum  lobes  of  O.  speculum  and  the 
cuticular wrinkles occurring in the surface of the wasp’s wings (Figs. 3H, 5J, K).  
Furthermore,  our  results  are  consistent  with  other  previously  recognized  similarities 
between the flower of O. speculum and the female of its specific wasp pollinator (Correvon 
&  Pouyanne,  1916;  Kullenberg,  1961;  Ågren  et  al.,  1984;  Paulus,  2006).  For  instance, 
although  the  dark‐coloured  pseudoeyes  in  O.  speculum  are  placed  at  a  higher  relative 





with  Devillers  and  Devillers‐Terschuren  (1994)  and  Paulus  (2006).  Additionally,  the 
submarginal band of contorted trichomes that surrounds the labellum of this Ophrys species 
resembles  the  brownish  orange‐coloured  hairiness  of  the  legs  and  the  abdomen  of  the 
female  wasp,  which  is  composed  of  slightly  spiralled  hairs  (Fig.  5A,  D–F),  as  was  also 
described  by  Ågren  et  al.  (1984).  Both  the  submarginal  pilosity  and  the  peculiar 
configuration of the stigmatic cavity and basal region of the labellum of O. speculum should 
provide tactile stimuli to male wasps, which are assumed to imitate the sensations offered 
by  the  hairiness  of  the  female,  hence  guiding  them  to  the  correct  position  upon  the 
labellum  so  that  effective  pollination  could  take  place  (Correvon  &  Pouyanne,  1916; 
Kullenberg, 1961; Ågren et al., 1984; Paulus, 2006). The  importance of tactile cues for the 
success of pseudocopulation  in Ophrys was also  inferred  from certain micromorphological 
details on the labellum of other species (Ågren et al., 1984; Ascensão et al., 2005; Francisco 
& Ascensão, 2013; Vereecken & Francisco, 2014) and has been tested  in the field through 
choice  experiments  with  their  respective  male  insect  pollinators  (Kullenberg,  1961; 
Kullenberg & Bergström, 1976; Kullenberg et al., 1984).  
Moreover,  our  observations  corroborate  the  widely  accepted  assumption  that  the 
speculum  of  this  Ophrys  flower  mimics  the  crossed  wings  of  a  virgin  female  Dasyscolia 
ciliata  wasp  (Correvon  &  Pouyanne,  1916;  Kullenberg,  1961;  Ågren  et  al.,  1984;  Paulus, 












et  al.,  2008).  By  contrast,  the  surface  of  the  wings  of  females  of  other  Ophrys  insect 
pollinators is provided with short hairs which display either a uniform distribution along the 
veins  and  the wing  cells,  like  in Argogorytes wasps  and Andrena  bees,  or  a more uneven 
distribution  like  in Eucera bees, where they are more densely found on the veins, forming 







trichomes  with  flattened  bases  that  typically  occur  in  the  speculum  of  Ophrys  species 
pollinated  by  Andrena  bees,  Eucera  bees  or  Argogorytes  wasps  (Servettaz  et  al.,  1994; 
Ascensão et al., 2005; Bradshaw et al., 2010; Francisco & Ascensão, 2013; Francisco et al., 
2015).  Besides  mimicking  the  shape,  blue  reflection,  and  glabrous  surface  of  the  female 
wasp’s  crossed  wings,  the  speculum  of  this  Ophrys  species  also  mimics  the  strong  UV‐
reflectance  typical  of  the  wasps’  wings,  which  was  found  to  be  a  highly  attractive  visual 
signal  to  the male  hymenopterans,  in  contrast with  the  dark  brownish  coloured  adjacent 
portions  of  the  labellum,  probably  difficult  to  detect  by  them  (Kullenberg,  1961;  Paulus, 
2006; Gaskett & Herberstein,  2010;  Vignolini  et  al.,  2012a; Gaskett,  2014).  Consequently, 
the speculum of flowers of O. speculum constitutes a secondary key visual stimulus which, 
in combination with the primary key odour signal, seems to play a decisive role in the short‐
range attraction of male  insect pollinators  to  the  flower  (Kullenberg, 1961; Paulus, 2006). 
Further field experiments with diverse Ophrys species and their respective insect pollinators 
are yet needed  to demonstrate which  labellar  features act effectively as visual  stimuli  for 
pollinators.  Moreover,  the  speculum  of Ophrys  flowers  seems  to  be  determinant  of  the 
success of the pollination by sexual deception characteristic of the genus, since the loss of 




the  western  part  of  the  geographical  distributional  area  of  the  species,  i.e. O.  speculum 
subsp. speculum (synonym: O. ciliata Biv.) and O. speculum subsp.  lusitanica  (synonym: O. 
vernixia), following the taxonomic classification adopted by Aldasoro and Sáez (2005). Only 
the  former  taxon,  which  is  widespread  around  the  Mediterranean  Basin,  is  consistently 
pollinated by Dasyscolia ciliata male wasps, whose observations had underlain the discovery 
of  the  pollination  by  sexual  deception  (Correvon  &  Pouyanne,  1916;  Pouyanne,  1917; 
Kullenberg,  1961;  Paulus  &  Gack,  1990;  Pedersen  &  Faurholdt,  2007).  The  other  studied 
taxon, O. speculum subsp. lusitanica, occurs solely in the southwest of the Iberian Peninsula, 
more specifically in the central‐littoral and southern regions of Portugal, and in the region of 
Andalusia,  in  the  south  of  Spain  (Aldasoro  &  Sáez,  2005;  Delforge,  2005;  Pedersen  & 
Faurholdt,  2007). Due  to  the  scarcity  of  pollination  records  (Lara Ruiz,  2010),  the  specific 
pollinator of this latter subspecies remains unknown. The practically similar flower structure 
and  micromorphology  that  we  found  between  the  two  investigated  subspecies  of  O. 
speculum,  together with  the  great  resemblance  of  the  flowers  of  both  subspecies  to  the 
female wasp of Dasyscolia ciliata, suggest that males of this scoliid wasp may be potential 
pollinators of O. speculum subsp. lusitanica. However, given the primary role of the scent in 








Buttler),  is  closely‐related  to  the  two  studied  taxa,  but  its  distribution  is  restricted  to  the 
eastern Aegean islands and neighbouring parts of the region of Anatolia, in Turkey (Paulus & 
Gack, 1990; Delforge, 2005; Pedersen & Faurholdt, 2007). These three closely‐related taxa 













that  form  the epidermis of  the  labellum margin  in O.  speculum  present  a high polarity,  a 
dense cytoplasm, a large nucleus at the base of the cell surrounded by numerous plastids, 
several small vacuoles at  the cell apex, and thin cell walls,  like  the secretory cells of most 
osmophores described for orchids and several other angiosperm families (Pridgeon & Stern, 
1983; Pridgeon & Stern, 1985; Vogel,  1990; Vogel & Hadacek, 2004; Pansarin, Pansarin & 
Sazima,  2014;  Possobom, Guimarães & Machado,  2015).  These dome‐shaped papillae  are 
also comparable to the secretory cells occurring in the labellum margin and/or in the apical 




et  al.,  2008).  However,  the  extent  of  the  secretory  tissues  in Ophrys  was  found  to  vary 
according  to  the  species.  The  osmophore  in O.  speculum  appears  to  be  restricted  to  the 
portion of  the glabrous apical margin of  the  labellum nearest  the margin  itself, occupying 
both  the  abaxial  and  the  adaxial  surfaces  of  the  labellum.  In  contrast,  in O.  fusca  and O. 
lutea,  two  species  that  share  the  absence  of  apical  appendix  in  the  labellum  with  O. 
speculum, the osmophore extends to the entire labellum margin and to the abaxial surface 





it  is  restricted  to  the  appendix,  occurring  mainly  in  its  adaxial  surface,  whereas  in  O. 
scolopax  and O.  tenthredinifera  the  osmophore  also  occupies  the  apical  labellum margin, 
and in this latter species, it extends further to the abaxial surface of the apical region of the 
labellum  (Francisco  &  Ascensão,  2013;  Francisco  et  al.,  2015).  Among  the  osmophore‐
containing species, the secretory cells are mostly concentrated on the adaxial surface of the 
floral  organs,  generally  restricted  portions  of  the  perianth  segments  (Pridgeon  &  Stern, 
1983;  Vogel,  1990;  Stpiczyńska,  2001;  Melo,  Borba  &  Paiva,  2010;  Pansarin  et  al.,  2014; 
Possobom et al., 2015). Furthermore,  the  location of  the osmophores of O. speculum and 
other  Ophrys  species  in  the  apical  region  of  the  labellum  agrees with  the most  common 







more  than 100 organic compounds of diverse volatility  (Borg‐Karlson, 1990; Ayasse  et al., 
2003;  Ayasse  et  al.,  2011).  Among  the  highly  volatile  fraction  of  odour  compounds  in O. 
speculum  were  a  series  of  saturated  aliphatic  esters,  oxygenated  carboxylic  acids  and 
monoterpene hydrocarbons  (Borg‐Karlson, 1990; Ayasse  et al., 2003; Ayasse  et al., 2011). 
Our  finding  that a  lipophilic  terpene‐rich  secretion  is  synthesised by  the osmophore of O. 
speculum suggests that this fragrance‐producing gland is  likely the site of biosynthesis and 
releasing  of  part  of  the  highly  volatile  fraction  of  the  odour  bouquet  of  this  species,  in 
accordance  in  what  was  also  proposed  for  other Ophrys  species  (Francisco  &  Ascensão, 
2013).  A  low  amount  of  secretion was  detected  in  the  osmophore  of O.  speculum  in  the 
same sites as in the other Ophrys osmophores, particularly, in either the cortical cytoplasm, 
the  periplasmic  space,  or  the  loose  inner  cell  walls,  although  it  was  not  observed  in  the 
vacuoles,  in  contrast  to what  appears  to  occur  in  the  osmophores  of O.  bombyliflora, O. 
fusca,  and O.  lutea  (Ascensão  et  al.,  2005;  Francisco  &  Ascensão,  2013;  Francisco  et  al., 
2015). These  findings appear  to be consistent with ultrastructural studies of  the secretory 
cells  of  some  orchid  osmophores,  which  revealed  osmiophilic  droplets  temporarily 
accumulated in the vacuoles and in the periplasmic space (Pridgeon & Stern, 1983; Pridgeon 
& Stern, 1985; Sanguinetti et al., 2012). Additionally,  some secretion droplets were  found 
on  the  surface of  the dome‐shaped papillae  in O.  speculum,  as  seems  to  also occur  in O. 
fusca  (A.  Francisco,  unpubl.  data)  and  in  other  orchids  (Vogel,  1990;  Sanguinetti  et  al., 
2012). 










osmophores  with  a  great  content  in  starch  accumulated  in  the  plastids  of  the  secretory 
epidermal cells (Vogel, 1990; Ascensão et al., 2005). No evidence of starch was also noted in 
the  osmophores  of  some  other  terrestrial  orchids  belonging  to  the  subtribes  Orchidinae, 
Chloraeinae,  and  Spiranthinae  (Vogel,  1990;  Stpiczyńska,  2001;  Wiemer  et  al.,  2009; 
Sanguinetti et al., 2012),  in contrast  to most osmophore‐containing species, which display 
considerable  amount  of  starch  in  the  subsecretory  tissues  (e.g.  Pridgeon  &  Stern,  1983; 
Vogel & Hadacek, 2004). Starch and lipid reserves in the osmophore tissues are assumed to 
be  an  important  source  of  energy  and/or  structural  material  for  the  biosynthesis  of  the 
volatile  secretion,  which  needs  to  be  intense  and  uninterrupted  since  it  is  continuously 
eliminated  from  the  epidermal  secretory  cells  due  to  its  high  volatility  (Vogel,  1990). 
Osmophores  without  starch  reserves  present  usually  lipid  inclusions  in  the  cytoplasm 
(Vogel,  1990;  Stpiczyńska,  2001; Wiemer  et  al.,  2009;  Sanguinetti  et  al.,  2012).  Given  its 





of  its  specific  Dasyscolia  ciliata  wasp  pollinator  are  three  uncommon  short‐chained 
oxygenated  carboxylic  acids,  namely  9‐oxodecanoic  acid,  9‐hydroxydecanoic  acid,  and  7‐
hydroxyoctanoic  acid  (Ayasse  et  al.,  2003),  which  are  presumably more  volatile  than  the 
long‐chained hydrocarbons generally used by several Ophrys  species as primary pollinator 
attractants (Schiestl et al., 1999; Mant et al., 2005; Stökl et al., 2008; Ayasse et al., 2011). 
Indeed,  despite  equivalent  series  of  long‐chained  alkenes  differing  in  the  carbon  chain 









those  Ophrys  species  that  produce  hydrocarbons  as  the  key  semiochemicals,  it  is  thus 








that  these  compounds  could  also  act  as  efficient  long‐range  attractants  for  male  wasp 
pollinators.  Therefore,  the  role  of  other  highly  volatile  odour  compounds,  synthesised  by 
the osmophore, in the process of attraction of males of the specific Dasyscolia ciliata wasp 
seems to be redundant in the case of O. speculum.  
Nevertheless,  the  labellum  of  O.  speculum  releases  a  multitude  of  volatile  organic 
compounds of diverse chemical origin, i.e. aliphatic and terpenoid compounds along with a 
few aromatic  compounds  (Borg‐Karlson,  1990; Ayasse  et  al.,  2003),  and,  as we  suggested 
above,  part  of  the  highly  volatile  compounds  is  likely  synthesised  in  the  osmophore  now 
characterized. Therefore, we deem it  reasonable that  the osmophore  in O. speculum be a 
reservoir of potential semiochemicals that is available to be used in situations that require 
adaptation  to  a  new  pollinator,  which  uses  certainly  a  different,  species‐specific  mating 
signal (Ayasse et al., 2001). Such reservoir of compounds is particularly useful  in an orchid 
species  that maintains a  fixed one‐to‐one  relationship with a wasp pollinator  species  that 
evolved an uncommon mating signal consisting of a  few unique compounds, and hence  is 
strongly isolated from other scoliid wasps and sympatric insect species (Ayasse et al., 2003; 
Paulus,  2006).  Consequently,  a  pollinator  shift  in  O.  speculum  may  imply  a  jump  to  a 
different taxonomic group of insect pollinators (Vereecken & Francisco, 2014), as might be 
the  case  of  O.  speculum  subsp.  regis‐ferdinandii  if  its  putative  hoverfly  pollinator  is 
confirmed  (Paulus, 2006). Such scenario of drastic pollinator shifts has  indeed occurred  in 
the  group  of O.  insectifera  L.,  which  consists  of  three  closely‐related Ophrys  species  –  a 
widespread taxon plus two other endemic taxa, like in the group of O. speculum – each one 
pollinated  by  a  species  of  either  a  wasp,  a  bee,  or  a  sawfly  (Borg‐Karlson  et  al.,  1993; 
Vereecken,  2009;  Triponez  et  al.,  2013).  In  this  context,  we  propose  that  the  Ophrys 
osmophore  could  maintain  a  sufficiently  diverse  odour  bouquet  upon  which  natural 




related  Platanthera  bifolia  and  Gymnadenia  conopsea  (Vogel,  1990;  Stpiczyńska,  2001; 
Barone Lumaga et al., 2012; Kowalkowska et al., 2012), all belonging to the same subtribe 
Orchidinae (Inda, Pimentel & Chase, 2012). This fact is consistent with the hypothesis that 
the  evolution  of  a  fragrance‐producing  secretory  structure  is  associated  with  a  certain 
degree of specialization  in diverse pollination  interactions, enhancing the specificity of the 
highly  volatile  odour  signal  for  long‐range  attraction  of  a  particular  group  of  insect 








have  evolved  in  the Ophrys  labellum,  playing  different  functions  in Ophrys  pollination,  in 
accordance with  the model  of  pollinator  attraction  that we have previously  proposed  for 
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our  understanding  of  the  evolution  of  its  complex  floral  morphology.  Molecular 
phylogenetic analyses  showed  that  the  section Pseudophrys  forms a well  supported clade 
with Ophrys bombyliflora, O. tenthredinifera and O. speculum, but were unable to elucidate 
the  relationships  between  these  four  groups  of  taxa.  Here  we  conduct  a  morphological 
phylogenetic  analysis  of  this  unresolved  clade  of  Ophrys  based  on  a  data  matrix  of  45 
macro‐  and  micromorphological  and  anatomical  floral  characters,  using  maximum 
parsimony and Bayesian inference. Our cladistic analysis yielded a single most parsimonious 
tree  and  a  Bayesian  50%  majority‐rule  consensus  tree  which  differed  in  their  overall 
topology but agreed that O. tenthredinifera and O. bombyliflora are not sister groups. The 
phylogenetic  placement  of  O.  tenthredinifera  was  ambiguous  since  it  shares  six  valid 
synapomorphies  each  with  the  cluster  of O.  speculum–O.  bombyliflora  and  with  section 
Pseudophrys.  In contrast, O. bombyliflora  is most  likely  the sister group  to O. speculum,  a 
finding  that  rejects  an  earlier  morphological  phylogenetic  hypothesis  and  favours  the 
existing molecular trees based on nuclear ITS rather than plastid data. 
KEYWORDS:  ancestral  state  reconstruction;  Bayesian  inference;  cladistics;  continuous 









and  this  understanding  can  only  be  achieved  within  a  framework  provided  by  an 
increasingly  accurate  reconstruction  of  the  phylogenetic  relationships  of  flowering  plants 
(Endress, 2011). Our knowledge about the phylogeny of diverse groups of angiosperms has 
benefited  unquestionably  from  the  numerous  molecular  phylogenetic  studies  that  have 
been conducted at different taxonomic levels over the past two decades (e.g. Chase et al., 
1993;  Soltis  et  al.,  2000;  APG  III,  2009;  Górniak,  Paun  &  Chase,  2010;  Inda,  Pimentel  & 
Chase,  2012).  Nonetheless,  evidence  has  been  accumulating  that  morphological  data 
remain a valuable source of phylogenetic information which could often be integrated with 
molecular  data  in  order  to  improve  the  accuracy  of  the  phylogenetic  tree  of  several 
taxonomic  groups  (Bateman,  Hilton  &  Rudall,  2006;  Ronse  De  Craene  &  Haston,  2006; 
Clennett et al., 2012; Cardoso et al., 2013). Cladistic analyses based solely on morphological 
characters  additionally  provide morphological  synapomorphies  which  confer  support  and 
credibility to the groups recognized in phylogenetic trees (Freudenstein & Rasmussen, 1999; 
Rudall,  2002;  Rudall  &  Bateman,  2006;  Nürk  &  Blattner,  2010).  Moreover,  analyzing 






of  an  almost  perfect  mimicry  of  the  appearance,  texture  and  sex  pheromones  of  their 
conspecific females (Kullenberg, 1961; Ågren, Kullenberg & Sensenbaugh, 1984; Schiestl et 
al., 1999; Vereecken & Schiestl, 2008), guaranteeing the effectiveness of a highly specialized 
and  specific  pollination  system by  sexual  deception  (Pouyanne,  1917;  Schiestl &  Schlüter, 
2009).  Diversification  of Ophrys  is  most  likely  to  be  driven  by  the  pollinators,  through  a 
strong  selective  pressure  on  certain  floral  traits,  primarily  the  floral  scent,  but  also 
morphological  features  providing  visual  and  tactile  signals  (Benitez‐Vieyra,  Medina  & 
Cocucci,  2009;  Streinzer,  Paulus  &  Spaethe,  2009;  Ayasse,  Stökl  &  Francke,  2011;  Xu, 
Schlüter & Schiestl,  2012). As a  result, morphological  similarity  in  floral  features between 
Ophrys spp. may be indicative of convergence instead of common ancestry (Paulus, 2006), 
which  renders  floral  characters  less  reliable  predictors  of  phylogenetic  relatedness  than 
vegetative characters (e.g. Chase et al., 2009). Because vegetative traits, however, seem to 
be nearly homogeneous throughout Ophrys  (Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994; Stern, 




that  might  be  useful  for  phylogenetic  inference  in  Ophrys,  despite  the  problems  that 
convergence may pose for phylogenetic reconstruction in this group (Bateman, 2009).  
The  great  morphological  floral  diversity  exhibited  by  Ophrys  (see  Supporting 
Information,  Fig.  S1),  associated  with  a  high  intraspecific  variation  of  some  floral  traits 
(Paulus,  2006),  has hindered  the  reaching of  a  consensus on  the  taxonomy  in  this  genus, 
with the number of species varying enormously between 19 and >250 species, depending 
on the author (Delforge, 2005; Pedersen & Faurholdt, 2007). The prevailing classification of 







2012).  Species belonging  to  section Pseudophrys were  found  to  consistently  form a  clade 
with  O.  bombyliflora  Link,  O.  tenthredinifera  Willd.  and  O.  speculum  Link,  but  the 




sister  to  either  the  O.  speculum  group  or  the  O.  tenthredinifera  group,  with  equally 
moderate  support,  in  trees  obtained  from  the  analysis  of  DNA data  from  the  nuclear  ITS 
region  or  plastid  loci,  respectively  (Devey  et  al.,  2008).  This  ambiguous  placement  of O. 




attempt  to  clarify  the  phylogeny  of  this  major  clade  of  Ophrys  further.  Moreover,  the 
morphological  floral  characters  that  underlie  the  phylogenetic  relatedness  of  the  species 
that constitute this clade have not been yet identified. 
The  only  cladistic  analysis  based  on morphological  data  previously  performed  on  the 
genus Ophrys was the study by Devillers & Devillers‐Terschuren (1994), which also included 
a  thorough description of  the  structure of Ophrys  flowers, proposing  credible homologies 
and new adequate terminology for the complex floral structural details. In the phylogenetic 
hypothesis  suggested by Devillers & Devillers‐Terschuren  (1994),  section Pseudophrys was 
placed at the base of the tree and the group of O. speculum was placed as an early diverging 
group  at  the  base  of  the  remaining  part  of  the  genus.  Although  the  trees  obtained  from 
molecular  phylogenetic  studies  are  usually  contrasted  with  the  morphological  tree  by 




reflect  an  accurate  representation  of  the  relationships  between  Ophrys  spp.  concerning 
morphology, as the underlying morphological data matrix contained methodological  faults 
regarding  definition  and  coding  of  some  characters  (Bateman  et  al.,  1997).  Indeed,  the 
authors  themselves admitted  that  their data matrix did not  reflect an objective  character 
analysis  (Devillers  &  Devillers‐Terschuren,  1994).  Therefore,  a  phylogenetic  analysis  of 
Ophrys spp. based on a revised matrix of morphological characters, constructed with explicit 
criteria for their selection, definition and coding is unquestionably needed.  
The  great  diversity  of  epidermal  cell  types  occurring  in  the  adaxial  surface  of  the 
labellum of Ophrys species (Bradshaw et al., 2010; Francisco & Ascensão, 2013) is expected 
to provide informative micromorphological characters to be used in phylogenetic analyses, 
but  its  potential  has  not  yet  been explored. Although  several micromorphological  studies 






in  this  subtribe.  In previous  studies, we have completed detailed micromorphological  and 
anatomical characterization of the  labellum and the stigmatic cavity of Ophrys spp., which 
are representative of all four groups that constitute the still unresolved clade formed by the 
O. bombyliflora, O.  speculum and O.  tenthredinifera groups sensu Devey et al.  (2008) and 
section Pseudophrys  (Ascensão et al., 2005; Francisco & Ascensão, 2013; A. Francisco & L. 
Ascensão,  unpubl. manuscript).  In  these  studies we  have  also  identified  and  described  in 
depth the osmophore, the secretory structure that occurs  in the  labellum of Ophrys. Here 
we  use  novel  micromorphological  and  anatomical  evidence  and  the  solid  framework  of 
flower structure terminology established by Devillers & Devillers‐Terschuren (1994) as  the 
basis  for  building  a  robust  morpho‐anatomical  data  matrix,  which  also  included 
macromorphological  data  resulting  from  the  current  comparative  analysis  of  Ophrys 
flowers.  
In the present study we: (1) identify macro‐, micro‐morphological and anatomical floral 
characters with potential phylogenetic  information  in the genus Ophrys;  (2) help to clarify 
the  phylogenetic  relationships  between  all  four  well  established  groups  of  species  that 
constitute  the  still  unresolved  Ophrys  clade  (O.  bombyliflora,  O.  speculum,  O. 
tenthredinifera,  and  the  section  Pseudophrys)  from a morpho‐anatomical  data matrix;  (3) 
identify the potential synapomorphies which could explain and support the groups found in 









April 2005 to 2009,  from natural populations occurring  in central‐western Portugal  (in  the 
municipalities of Sesimbra and Loures). The following six taxa constituted the ingroup in the 
morphological  phylogenetic  analyses: O.  bombyliflora  Link, O.  fusca  Link  subsp.  fusca,  O. 
lutea  Cav., O.  speculum  Link  subsp.  lusitanica  O.Danesch  &  E.Danesch, O.  speculum  Link 
subsp.  speculum  and O.  tenthredinifera Willd..  The  taxonomic  classification  adopted  here 
follows  Aldasoro  &  Sáez  (2005).  Since  we  are  interested  in  clarifying  the  interspecific 
relationships between,  rather  than within, all  four groups  that constitute  the  investigated 
clade,  we  have  sampled  only  the  most  representative  taxa  of  each  group  occurring  in 
Portugal,  excluding  similar  taxa  which  share  the  majority  of  the  floral  features  with  the 






Devey  et  al.,  2008;  Vereecken  et  al.,  2012)  and  also  supported  by  a  karyomorphological 







were  recorded  digitally  using  an  Olympus  C‐7070  Wide  Zoom  digital  camera  (Olympus 
Imaging, Tokyo). A data matrix for phylogenetic inference was built from morphological and 
anatomical  data  acquired  exclusively  by  us,  in  order  to  ensure  comparability  in  terms  of 
measurements  and  to  allow  establishing  homology  between  floral  parts.  Floral 
macromorphological  data  were  obtained  from  our  stereomicroscopic  observations,  field 
observations  and  macrographs  of  Ophrys  specimens  taken  in  the  field.  Floral 
micromorphological  and  anatomical  information  was  based  on  four  sets  of  data:  (1)  the 
results presented by Ascensão et al. (2005) for O. fusca and O. lutea; (2) the results obtained 
by Francisco & Ascensão (2013) for O. bombyliflora and O. tenthredinifera; (3) the results for 




elsewhere  (A.  Francisco &  L.  Ascensão,  unpubl. manuscript);  and  (4)  the  results  from  the 
present study for O. scolopax (see Figs. S3–S6).  
For  the  micromorphological  and  anatomical  characterization  of  the  labellum  of  O. 
scolopax, flowers at three developmental stages were examined: (1) early bud – buds of 5 x 
3 to 8 x 4 mm (length x width), corresponding to 6–11 days before the anthesis; (2) late bud 





spp.  by  Francisco  &  Ascensão  (2013).  Scanning  electron  micrographs  were  recorded  on 
Kodak T‐Max 100 professional black‐and‐white negative film with a MAMIYA 6 x 7 camera 
coupled with  a  JEOL  T220  scanning  electron microscope  (JEOL,  Tokyo).  Light micrographs 
were  obtained  digitally  with  a  Leica  DFC‐420  camera  (Leica  Microsystems,  Heerbrugg, 
Switzerland)  coupled  with  a  Leica  DM‐2500  microscope  (Leica  Microsystems,  Wetzlar, 
Germany).  Two open  flowers were also  cleared  to allow observing  the vasculature of  the 
labellum, two late buds and six freshly opened flowers were immersed in diluted neutral red 
to  indicate  the  osmophore  location  and  fresh  flowers  were  used  for  the  histochemical 





selection and  state definition,  following Wiens  (2001)  and Sereno  (2007). We  selected 45 
morphological  and anatomical  floral  characters  for all  seven Ophrys  taxa according  to  the 
following  cumulative  criteria:  (1)  their  potential  for  distinguishing  taxa  across  the  genus 




and  33  with  the  labellum  (Table  1).  The  stigmatic  cavity  was  defined  as  the  generally 
concave  region  in  the Ophrys  flower placed below  the gynostemium and  contiguous with 
the basal  region of  the  labellum, which exhibits  the  stigmatic  surface  in  its upper portion 
(Devillers  &  Devillers‐Terschuren,  1994;  Francisco  &  Ascensão,  2013). We  considered  the 
distal  boundary of  the  stigmatic  cavity  as being defined by  the  contrasting epidermal  cell 





epidermal  cells, whereas  the basal  field of  the  labellum has an  indumentum consisting of 
diverse types of trichomes (Francisco & Ascensão, 2013; A. Francisco & L. Ascensão, unpubl. 






floral  organs  or  parts  of  organs  (Fig.  1,  see  also  Figs.  S1,  S2),  20  micromorphological 
characters pertaining to the cell types occurring in the different regions of the labellum (see 
Figs. S3, S7) and seven anatomical characters relative to the osmophore (see Figs. S4, S5C). 
This  character  set  is  composed  of  21  binary  (presence‐absence),  11  qualitative  (non‐
ordered),  and  13  continuous  quantitative  characters  (Table  1).  Continuous  characters  are 
multistate characters and were expressed  in a 0–1 scale  in order to allow equal weighting 
for  all  types  of  characters.  Of  the  13  continuous  characters,  two  correspond  to  real 
measurements  (characters  17  and  31)  and were  range‐standardized  to  0–1, whereas  the 
other  11  describe  a  given  property  (e.g.  orientation,  position,  prominence,  abundance  or 
extent)  of  a  floral  element  or  organ,  by  empirically  estimating  its  expression  within  the 
observed  range.  Recognizing  certain  characters  as  continuous  variables  was  the  simplest 





of  six  ingroup Ophrys  taxa plus an outgroup species  (O. scolopax), each scored  for  the 45 




New  Technology  software  program,  version  1.1  (TNT;  Goloboff,  Farris  &  Nixon,  2008).  A 
continuous  approach  to  the data matrix was  adopted,  in which  the 21 binary  and  the 11 
qualitative  characters were  treated  as  discrete  (numeric)  and  non‐ordered  (non‐additive) 
variables  and  the  13  quantitative  continuous  characters  were  treated  as  continuous 
variables  (Farris,  1970;  Goloboff,  Mattoni  &  Quinteros,  2006),  in  order  to  improve  the 









given  to  characters  related  to  cells  (i.e.  all  the  27  micromorphological  and  anatomical 
characters),  based  on  the  assumption  that  their  states  change  with  relative  ease  along 
evolutionary  time;  2  was  assigned  to  structural  characters  requiring  a  specific 
morphogenesis  (16  macromorphological  characters);  and  3  was  given  to  structural 
characters requiring a specific morphogenesis that pertain to complex floral structures, such 
as the gynostemium apex and the apical appendix (two characters), presumably difficult to 
acquire  along  evolutionary  time.  The  set  of  suboptimal  trees  corresponding  to  the  5% 
shortest  trees  was  obtained  with  three  extra  steps  for  the  MP  analysis  under  equal 
character  weighting  and  with  four  extra  steps  for  that  under  differential  character 
weighting. 
For  each  tree  obtained,  group  support  was  assessed  by  calculating  the  decay  index 
value  (Bremer  support;  Bremer,  1994)  and  the  percentage  obtained  from  the  standard 
bootstrapping resampling method (Felsenstein, 1985). Bootstrap support was based on 10 
000  pseudoreplicates  using  the  exhaustive  search  method  and  was  measured  as  the 
absolute  group  frequency.  To  assess  homoplasy,  the  consistency  index  (CI)  and  the 
retention  index  (RI;  Farris,  1989)  were  computed  for  every  tree.  Before  computing 
bootstrap support and CI, the four parsimony‐uninformative characters (4, 14, 35, 41; Table 








characters  being  treated  as  ordered  (additive).  The  continuous  characters  had  to  be 
reclassified  accordingly:  their  states were  kept  ordered  but  became  scored  in  a  rank  (i.e. 











Bayesian  inference  analyses  were  performed  using  the  software  program  MrBayes 
version 3.2.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003; Ronquist et al., 2012). The discrete approach 
to the morpho‐anatomical data matrix was adopted, in which all characters were treated as 
discrete  variables,  the  13  continuous  characters  being  treated  as  ordered  (Table  1).  The 
model used by MrBayes for morphological (standard) discrete data is based on the Markov k 
model by Lewis (2001). The state frequencies (and state substitution rates) were allowed to 
vary  over  characters  according  to  a  symmetric  Dirichlet  distribution  (for  multistate 
characters) or to a beta distribution (for binary characters) with a fixed value in the infinity, 
in order to achieve equal state frequencies for all characters in the data matrix. To evaluate 
the  influence  of  character weighting,  the  prior  parameter  specifying  rate  variation  across 
characters  was  set  to  either  equal  (i.e.  all  characters  evolve  at  the  same  rate,  which  is 




the  gamma  distribution  to  acquire  alternative  shapes  with  equal  probability  across 
generations. For each weighting approach, two independent Bayesian Markov Chain Monte 
Carlo  (MCMC)  runs  were  performed,  each  for  1.5  million  generations  with  four  chains, 
initiated with a random starting tree, and sampled every 100 generations. The first 25% of 
the sampled trees of each run were excluded as ‘burn‐in’ from the final set of trees used to 
determine  the  distribution  of  the  posterior  probabilities.  To  assess  MCMC  convergence 
rates,  the average standard deviation of split  frequencies  (ASDSF; Lakner et al., 2008) and 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































cavity  and  the  basal‐median  regions  of  the  labellum,  illustrating  macromorphological  characters 
used  for  phylogenetic  analyses.  A,  Ophrys  tenthredinifera.  B,  Ophrys  bombyliflora.  C,  Ophrys 
speculum subsp. lusitanica. D, Ophrys scolopax (the selected outgroup). E, Ophrys fusca subsp. fusca. 






On  the one hand,  the  two MP analyses using  the  continuous  approach  (the  core MP 
analyses  hereafter),  one  performed  under  equal  and  the  other  under  unequal  character 
weighting,  generated  each  a  single most  parsimonious  phylogenetic  tree with exactly  the 
same  topology  (tree  1  in  Table  2)  and nearly  the  same branch  support.  The  two  strongly 
supported groups of O. fusca with O. lutea and of subspecies of O. speculum were grouped 
together  in  node  A,  and  this  association  was  found  to  constitute  the  sister  group  of O. 
tenthredinifera (node B; Fig. 2A, Table 2). The two key nodes were only weakly supported in 
both MP  trees  (bootstrap  percentages  of  52/65  and  decay  values  of  0.7/3.6  for  node  A, 
under  equal/differential  weighting;  bootstrap  percentages  of  61/68  and  decay  values  of 














probability  (PP)  is  indicated  above  each  branch.  This  analysis  also  found  the  association  O. 
tenthredinifera–(O. fusca subsp. fusca–O. lutea) with a PP of 34. Key nodes (A and B) and the node 






under  equal/unequal  across‐character  variation  rates;  Fig.  2B;  see  tree  5  in  Table  S2). 
Ophrys tenthredinifera was subsequently placed as the sister group of this association (node 
B) with weak support (posterior probability of 62/49 under equal/unequal across‐character 
variation  rates;  Fig.  2B,  see  Table  S2).  Assuming  unequal  variation  rates  across  the 
characters  according  to  a  gamma distribution  simply  decreased  the  group  support  of  the 
key nodes A and B, and resulted  in  the collapse of node B  in the consensus tree resulting 
from this Bayesian analysis (see Table S2). In fact, a contrasting topology (tree 1 vs. tree 5) 
stands  out  from  the  comparison  between  the  Bayesian  consensus  trees  and  the  most 
parsimonious tree obtained from the core MP analyses (Table 2, Fig. 2, see also Table S2). 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Considering the extremely  low decay values  found for  the two key nodes  in  the most 
parsimonious  trees,  the  suboptimal  tree  set  corresponding  to  the  5%  shortest  trees 
obtained  from each of  the core MP analyses was also examined. The  suboptimal  tree  set 
was composed of  five or  three trees  in  the analysis performed under equal or differential 
character  weighting,  respectively  (Table  2).  We  found  that  the  tree  topology  changed 
considerably  with  only  less  than  one  additional  step  in  the  MP  analysis  under  equal 
weighting. The shortest suboptimal MP tree (tree 2 in Table 2) recognized two clades, one 
grouping  together O. bombyliflora  and  subspecies of O.  speculum  (node A) and  the other 
placing  O.  tenthredinifera  as  sister  to  the  group  of  O.  fusca  and  O.  lutea  (node  B). 
Furthermore,  we  observed  that  the  topology  of  the  Bayesian  consensus  trees  was  also 
included  in  both  suboptimal  tree  sets,  being  achieved with  only  2.25  or  3.65  extra  steps 
(tree 5 in Table 2). Likewise, the examination of the 99% credibility set of trees found during 
the Bayesian analyses  (see Table S3)  revealed  that,  apart  from the  topology  recovered as 
the  50% majority  rule  consensus  tree,  the most  likely  topology was  consistently  the  one 
presented by the shortest suboptimal MP tree (tree 2). 
Taking into account the entire set of trees obtained from all phylogenetic analyses and 
all  different  approaches,  we  noted  that  following  the  two  strongly  supported  nodes  (O. 
fusca–O.  lutea  and  subspecies  of  O.  speculum),  which  appeared  consistently  in  all 
reconstructions,  the  group  recovered  more  frequently  across  the  trees  was  that  of  O. 
bombyliflora placed as sister to the cluster of subspecies of O. speculum (Table 2, see also 
Table S2). Overall, three topologies emerged as the most likely reconstructions, specifically, 




across  characters  (tree  5  in  Table  2,  Fig.  2B).  Note  that  the  selected  tree  topologies 
correspond  precisely  to  those  presented  by  the  three  equally  most  parsimonious  trees 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Out  of  the  45  characters  of  the morpho‐anatomical  data matrix,  41 were  potentially 
parsimony‐informative,  representing  91%  of  the  total  number  of  characters,  and  four 
(characters  4,  14,  35,  41;  Table  1)  were  found  to  be  autapomorphic  (i.e.  with  a  derived 
character  state  that  is  exclusive  to  a  particular  taxon)  and  therefore  parsimony‐
uninformative. Excluding the autapomorphic characters plus the 17 exclusive characters to 
the  taxa grouped  in  the  two strongly  supported nodes  (those of O.  fusca–O.  lutea  and of 
subspecies  of O.  speculum), we  identified  24  characters  as  providing  useful  phylogenetic 
information for all six ingroup Ophrys taxa (Table 3).  
Parsimony  reconstruction  of  the  character  states  revealed  that  the  three most  likely 
phylogenetic trees (trees 1, 2 and 5; Table 2) agreed about the plesiomorphic state of eight 
out of  the 24 characters  inferred  for  the presumed most  recent common ancestor of our 
clade of interest (node C in trees of Table 2; Table 3). The most notable of these unequivocal 
plesiomorphies  are  the  presence  of  a  spreading  dorsal  sepal,  an  elevated  floor  in  the 
stigmatic cavity, an apical appendix in the labellum, a speculum provided with papillae (4–
21  μm  in  height),  a  basal  field  covered  with  short‐intermediate  trichomes  (<  95  μm  in 






former  association  is  supported  by  seven  synapomorphies,  of  which  three  are 
macromorphological  and  four were micromorphological  (Table  4,  upper  left  quarter).  On 
the other hand, the pairing of subspecies of O. speculum with O. bombyliflora is defined by 
four  synapomorphies  mostly  concerning  the  macromorphology  of  the  stigmatic  cavity 
(Table  4,  upper  right  quarter).  As  for  node  B,  the  three  different  taxa  relations  that 
appeared  as  the most  likely  always  involved O.  tenthredinifera,  which  either  was  placed 
alternatively as sister to one of the two already mentioned groups found in node A (in tree 1 
and tree 5) or formed a group with the pair O. fusca–O. lutea alone (in tree 2). Six character 




sister  to  the  association  of  the  two  strongly  supported  groups  of O.  fusca–O.  lutea  and 
subspecies of O. speculum reflects mainly their shared presence of an apical notch (Table 4).  





i.e.  characters  that  did  not  fit  the  tree  perfectly  inasmuch  as  some  of  their  states  arose 
independently at least twice on the tree (Felsenstein 2004); specifically, the position of the 
floor of  the  stigmatic  cavity,  the median cell height  in  the basal  field of  the  labellum,  the 
extent  of  the  indumentum  in  the  lateral  labellum  lobes  and  the  extent  of  the  glabrous 
labellum margin,  the  last being  the most homoplasious  character  in most  trees  (Table 2). 
Apart  from  the  most  parsimonious  tree,  the  trees  that  present  fewer  homoplasious 
characters were the suboptimal MP trees 2 and 5, which accommodated only one more of 





between  the  two  investigated  subspecies  of  O.  speculum  and  between O.  fusca  and O. 
lutea, which are the two species representative of section Pseudophrys  in our study. Since 
the monophyly of section Pseudophrys  is well established by molecular evidence (Soliva et 





placement of  the  two subspecies of O. speculum might  likewise be generalized  to  the  so‐




of O.  bombyliflora, O.  speculum  and O.  tenthredinifera  (Devey  et  al.,  2008)  our  cladistic 
analyses found three most likely tree topologies (trees 1, 2 and 5; Table 2, Fig. 2) out of the 
15  possible  rooted,  labelled,  bifurcating  trees  that  we  could  expect  to  obtain  when  four 
operational  taxonomic  units  enter  a  phylogenetic  analysis  (Felsenstein,  2004).  Although 
these three phylogenetic trees differ in the taxa that appear grouped in each of the two key 
nodes  (A  and  B;  Tables  2  and  4),  all  of  them  concur  in  that  O.  bombyliflora  and  O. 
tenthredinifera  are  not  sister  groups.  Instead, O.  bombyliflora  is most  probably  placed  as 
sister to O. speculum, possibly the most credible relationship found in the present study.  
Phylogenetic placement of Ophrys speculum and Ophrys bombyliflora 
The grouping of O. speculum with O. bombyliflora appeared  in  two of  the three most 






the  analysis  of  nuclear  ITS  data,  both  separately  and  in  combination with  plastid  and/or 
mitochondrial datasets (Bateman et al., 1997; Bateman et al., 2003; Devey et al., 2008; Inda 
et al.,  2012; Vereecken  et al.,  2012).  In  contrast,  the placement of O. bombyliflora  as  the 
closest relative of O. tenthredinifera, as suggested by the molecular phylogenetic analyses 
of  plastid  data  alone  (Soliva  et  al.,  2001;  Devey  et  al.,  2008;  Inda  et  al.,  2012),  is  highly 
improbable  in  the  light  of  the  present morphological  cladistic  analysis.  Consequently,  the 
present  study  rejects  the  previous  morphological  hypothesis  of  Devillers  &  Devillers‐
Terschuren  (1994)  in  which  O.  bombyliflora  was  placed  in  the  same  group  as  O. 
tenthredinifera and included in the main assemblage of species of section Ophrys, termed O. 
bombyliflora–O.  fuciflora  (F.W.Schmidt)  Moench–O.  sphegodes Mill.,  which  contained  all 
Ophrys spp. apart from those of section Pseudophrys and the groups of O. insectifera L. and 
O. speculum. 




low  bootstrap  support  assigned  to  the  association  of O.  speculum–Pseudophrys  indicates 
that  nearly  equal  proportions  of  morphological  evidence  exist  in  favour  and  against  this 
relationship  (Goloboff  et  al.,  2003).  Indeed,  comparable  low  values  of  bootstrap  support 
were also obtained for the contrasting pairing of O. speculum–O. bombyliflora  in the trees 
resulting  from  the  MP  analyses  under  the  discrete  approach  (see  Table  S2).  This  fact 
suggests  that  a  delicate  balance  seems  to  occur  between  the  amount  of  evidence  that 
favours  the  association  O.  speculum–Pseudophrys  and  that  favouring  its  alternative,  the 
cluster of O. speculum–O. bombyliflora.  
However,  comparing  in  detail  the  morpho‐anatomical  synapomorphies  that  confer 
support  for each of  these two contrasting scenarios provides a better picture of  the most 
likely  associations.  We  identified  seven  synapomorphies  for  the  pairing  of O.  speculum–
Pseudophrys  and  four  for  the  grouping  of  O.  speculum–O.  bombyliflora  (Table  4).  From 
these figures we could expect that the former relationship should be more  likely than the 
latter, but in fact the overall evidence provided by the present study points to the opposite. 
In  this  judgement, we  should  take  into  account:  (1)  that  a mere  count  of  the  number  of 
character  states  in  favour  and  against  a  particular  group may  not  reflect  the  amount  of 
evidence that supports  the group because of character  interaction  (Goloboff et al., 2003); 
and (2) that more importantly than total number, we should critically examine the type of 
synapomorphies that support each conflicting group and interpret them in the light of the 





The  pairing  of  O.  speculum–Pseudophrys  was  supported  by  three  out  of  seven 
macromorphological synapomorphies, specifically, the presence of an erect dorsal sepal and 
of flat lateral labellum lobes and the absence of an apical appendix. All these floral features 
have  also  evolved  in  the  independent  lineage  of  O.  insectifera  (Devillers  &  Devillers‐
Terschuren,  1994;  Delforge,  2005;  Bradshaw  et  al.,  2010),  which  was  found  to  either 
constitute a  separate major  clade  in  the genus  (Bateman  et al.,  1997; Devey  et al.,  2008; 
Vereecken  et  al.,  2012)  or  integrate  with  the  other  main  clade  to  which  our  selected 
outgroup, O.  scolopax,  belongs  (Soliva  et  al.,  2001;  Inda  et  al.,  2012).  These  three  floral 
traits are thus homoplasious as they have arisen at least twice in Ophrys (Felsenstein, 2004). 






in  the  basal  field,  which  have  a  median  cell  height  around  125  μm,  and  the  absence  of 
papillae in the speculum. Although the median cell height in the basal field was found to be 
strongly homoplasious, the first two characters are unambiguous potential synapomorphies 
conferring  support  for  this  association.  Conversely,  the  shared  absence  of  papillae  in  the 
speculum of the pair O. speculum–Pseudophrys may raise doubts about the significance of 
this character state, since it joins two groups with radically different epidermal cell types in 




Regarding  the  synapomorphies  for  the  contrasting  grouping  of  O.  speculum–O. 
bombyliflora,  three  out  of  four  pertain  to  the  stigmatic  cavity,  in  particular,  the 




insectifera  (Devillers & Devillers‐Terschuren,  1994; Delforge,  2005; Bradshaw  et  al.,  2010) 
and all of them are likely to be valid synapomorphies providing support for the link between 
those groups of species. In this context, the hypothesis of a sister relationship between O. 
speculum  and  O.  bombyliflora  is  better  supported  in  terms  of  morphological 






The  phylogenetic  placement  of O.  tenthredinifera  is  uncertain  in  the  context  of  the 
present  morphological  cladistic  analysis,  due  to  the  weak  support  given  to  all  the  three 
alternatives  for  its position. Our study revealed  that O.  tenthredinifera could be placed as 
sister  to:  (1)  the  pairing  of  O.  speculum–Pseudophrys  (tree  1);  (2)  the  pairing  of  O. 
speculum–O.  bombyliflora  (tree  5);  or  (3)  section Pseudophrys  alone  (tree  2).  The  second 
phylogenetic hypothesis agrees with the results from a genome‐wide analysis conducted in 
Ophrys  (Devey  et  al.,  2008),  whereas  the  third  hypothesis  closely  matches  one  of  the 
molecular  phylogenetic  trees  obtained  for  tribe  Orchideae  by  Inda  et  al.  (2012),  which 
presented exactly the same topology as our tree 2 for the investigated clade of Ophrys. As 





alone,  which  has  been  suggested  by  certain  phylogenetic  analyses  (Devillers  &  Devillers‐
Terschuren,  1994;  Soliva  et  al.,  2001;  Devey  et  al.,  2008;  Inda  et  al.,  2012),  is  extremely 
unlikely  from a morphological point of view,  since no synapomorphies were  identified  for 
this  association.  The  suborbicular  shape  of  their  sepals,  who  Devillers  &  Devillers‐
Terschuren (1994) considered as a floral trait that definitely joins O. tenthredinifera and O. 
bombyliflora,  is  clearly  insufficient  to  justify  their  phylogenetic  proximity.  Furthermore, 
although  our  distance  matrix  (see  Table  S1)  shows  an  overall  morphological  similarity 
between  these  two  species, we note  that  all  character  states which  link  them exclusively 
within the  ingroup, such as the presence of apical appendix, papillae  in the speculum and 
abundant  starch  in  the  subepidermal  parenchyma  cells  of  the  osmophore  (Francisco  & 
Ascensão, 2013), are also shared with the outgroup taxon (O. scolopax),  indicating that they 
are plesiomorphies rather than apomorphies.  
The analysis of  the  synapomorphies  supporting each of  the  three alternatives  for  the 
placement of O. tenthredinifera showed that only two of these associations present a solid 
underlying  morpho‐anatomical  basis,  namely  the  grouping  of  O.  tenthredinifera  with  O. 
speculum–O. bombyliflora and that of O. tenthredinifera with section Pseudophrys alone. Six 
synapomorphies provide support for each of these two reconstructions, whereas the other 
association, O.  tenthredinifera with O.  speculum–Pseudophrys,  is  supported  by  only  two 
synapomorphies,  one  of  them  (the  presence  of  an  apical  notch)  being  a  floral  trait  also 









callosities and  the extension of  the  inferior portion of  the  cavity walls  to  form prominent 
internal labia, which are defined as a pair of elongated crests framing the floor on each side 
(Devillers  &  Devillers‐Terschuren,  1994;  Francisco  &  Ascensão,  2013).  Additionally,  we 
recognized  here  a  novel  diagnostic  feature  occurring  solely  in  the  stigmatic  cavity  of  this 
particular cluster, which has not been identified so far: the forward projection of the floor. 
This floral trait appears to be intimately associated with the extension of the inferior portion 
of  the walls of  the stigmatic  cavity  that  results  in  the  formation of  the  internal  labia, and 
hence  it  was  not  included  in  the  phylogenetic  analyses  to  guarantee  character 
independence  (Emerson & Hastings,  1998;  Sereno, 2007). However,  since  the  floor  in  the 
flowers  of  the outgroup  taxon, O.  scolopax,  is  clearly  not  extended, we propose  that  the 
presence of a floor projected forward constitute an additional synapomorphy for the cluster 
formed  by O.  tenthredinifera, O.  speculum  and O.  bombyliflora. While  the  occurrence  of 
evident  temporal  callosities  is  also  shared  by  the  distantly  related  group of O.  insectifera 





Desf.  sensu  Devey  et  al.  (2008),  seem  to  exhibit  internal  callosities  instead,  which  are 
structures presumably  resulting  from the  reduction of  those  labia  that usually  function as 
pseudoeyes (Devillers & Devillers‐Terschuren, 1994; Delforge, 2005). 
The  other  two  derived  character  states  shared  by  the  grouping  of O.  tenthredinifera 
with O.  speculum–O. bombyliflora were  the occurrence of  recurved  lateral petals and  the 
presence of flat‐lenticular epidermal cells in the speculum. The present study corroborates 
the  previous  suggestion  by  Bradshaw  et  al.  (2010)  that  this  latter  micromorphological 
feature  could  constitute  a  potential  synapomorphy  for  those  Ophrys  taxa.  However, 
contrary to what Bradshaw et al. (2010) had found for O. tenthredinifera, the predominant 
cell  type  in the speculum of  this species  is not always  flat‐lenticular cells, but often short, 




speculum  provides  support  for  the  close  relationship  between  O.  tenthredinifera,  O. 
speculum  and O.  bombyliflora,  the  presence  of  short  and  intermediate  trichomes  in  the 
speculum  suggests  that  O.  tenthredinifera  is  close  to  section  Pseudophrys.  This  latter 
relationship is also supported by other four morpho‐anatomical synapomorphies, including 




the  abaxial  surface  of  the  apical  region  of  the  labellum  (Francisco  &  Ascensão,  2013). 
Characters  related  to  the osmophore are presumably good predictors of  the phylogenetic 





al., 2003). Accordingly, we conclude  that O.  tenthredinifera most probably constitutes  the 
link  taxon between  the monophyletic  section Pseudophrys  and  the other  two  taxa of  the 
investigated  clade, O.  speculum  and O.  bombyliflora.  The  present morphological  cladistic 




reason  for  the phylogenetic  conflict  between nuclear  ITS  and plastid DNA‐based  analyses 







which phylogenetic  hypothesis  is  considered  among  the  three  topologies  that  have  come 
out as the most  likely  in the present study. We have argued in the above section that the 
phylogenetic trees that recovered the grouping of O. speculum with O. bombyliflora (trees 2 
and 5;  Table 2)  are more plausible  reconstructions  than  the one  joining O.  speculum  and 
section Pseudophrys as  sister groups.  In  this context,  for  the 16 characters with uncertain 
ancestral  state, we have opted  to  consider  as  the most plausible plesiomorphic  state  the 
one that those trees have in common (Table 3).  
Our  study  revealed  that  the  presence  of  a  gynostemium  with  an  obtuse  apex  is 
apparently  the  only  studied  floral  trait  shared  by  all  six  taxa  of  our  clade  of  interest  in 
Ophrys. However, an obtuse gynostemium is an ancestral character state  in Ophrys  rather 
than being  a  synapomorphy  for  this  clade,  as  it  occurs  also  in  the  group of O.  insectifera 
(Devillers  &  Devillers‐Terschuren,  1994;  Delforge,  2005).  An  acute  gynostemium  apex 
evolved only in the species belonging to the major Ophrys clade containing the group of O. 












the clade  from an ancestral  ‘vestigial’  state towards two different  tendencies,  the derived 
‘null’ state (section Pseudophrys) and the derived  ‘prominent’ state (O. tenthredinifera, O. 
speculum and O. bombyliflora).  
Regarding  labellum characters,  the presence of a differentiated basal  field  is probably 
the ancestral state from which an undefined basal field subsequently evolved in the lineage 
of O.  fusca–O.  lutea  and,  by  extension,  in  the whole  of  section Pseudophrys  (Devillers  & 
Devillers‐Terschuren, 1994; Ascensão et al., 2005; Bradshaw et al., 2010). In this context, we 
propose  that  the  basal  region  of  the  labellum of O.  fusca–O.  lutea  should  be  considered 
homologous  to  the  well  differentiated  basal  field  of  the  other Ophrys  spp.,  including O. 
speculum,  in  which  the  occurrence  and  position  of  a  basal  field  have  been  regarded  as 
controversial  (Devillers  &  Devillers‐Terschuren,  1994;  Delforge,  2005;  Bradshaw  et  al., 
2010). Our most  recent  study on  the  labellum micromorphology  of O.  speculum  suggests 
that  the  flowers  of  this  species  also  exhibit  an  evident  basal  field  homologous  to  that 
presented by the other Ophrys spp., although with some peculiar features (A. Francisco & L. 
Ascensão,  unpubl.  manuscript).  The  present  morphological  phylogenetic  analysis 
emphasizes  that,  even  though  being  admittedly  difficult  to  achieve,  a  correct  a  priori 
homology  assessment  of  the  morphological  traits  that  enter  a  phylogenetic  analysis  is 
crucial  to  an  accurate  inference  of  character  evolution  based  on  morphological  data 
(Scotland, Olmstead & Bennett, 2003; Bateman et al., 2006).  
As  for  the  epidermal  cell  types  occurring  in  the  adaxial  surface  of  the  labellum,  our 
study suggests that the most recent common ancestor of the analysed clade of Ophrys had a 
basal field covered with short‐intermediate trichomes, lateral labellum lobes provided with 















According  to  the present phylogenetic hypothesis,  the plesiomorphic  condition  in  the 
studied clade of Ophrys was the occurrence of an osmophore restricted to the apical third 
of the labellum margin, which had been either extended to the entire labellum margin in O. 
fusca–O.  lutea  (Ascensão  et  al.,  2005)  or  further  confined  to  the  apical  appendix  in  O. 
bombyliflora  (Francisco  &  Ascensão,  2013).  Also,  from  a  common  ancestor  exhibiting 
secretory  features  in  cells  occurring  in  both  sides  of  the  labellum,  two  apomorphic 
conditions had evolved in the clade, characterized by the nearly complete restriction of the 
glandular  tissues  to  only  one  of  the  surfaces  of  the  labellum  (Ascensão  et  al.,  2005; 
Francisco & Ascensão, 2013). Furthermore, the lineage of O. fusca–O. lutea had evolved in a 
seemingly unique event not only  in  the genus Ophrys but also among the plants provided 
with  osmophores,  the  occurrence  of  abundant  starch  in  the  secretory  epidermal  cells 
(Vogel,  1990;  Ascensão  et  al.,  2005),  which  derived  from  the  plesiomorphic  condition  of 
starch  accumulation  solely  in  the  subepidermal  cells.  The  occurrence  of  an  osmophore 
appears  to  be  prevalent  in  subtribe  Orchidinae  as  it  was  also  described  in  the  genera 
Himantoglossum Spreng., Platanthera Rich., Gymnadenia R.Br. and Serapias L. (Vogel, 1990; 
Stpiczyńska,  2001;  Barone  Lumaga  et  al.,  2012).  However,  the  homology  between  the 
osmophores  occurring  in  these  genera  and  in  Ophrys  should  be  assessed  so  that  the 
evolutionary history of the osmophore features across the subtribe could be inferred. 
Additionally,  our  results  also  suggested  that  the  evolution  of  certain 
macromorphological  floral characters  in  the studied clade of Ophrys  reflects convergence. 
For  instance,  the  loss  of  the  apical  appendix,  the modification of  the  insertion  angle  that 
turned  the  dorsal  sepal  erect  and  the  change  to  flat  lateral  labellum  lobes  are  all 
apomorphic states which, according to our hypothesis, evolved at least twice independently 
within this clade, once in O. speculum and once  in section Pseudophrys. All  these features 
are  also  present  in  at  least  one more  group  of Ophrys  spp.,  namely  in  the O.  insectifera 
group  (Devillers  &  Devillers‐Terschuren,  1994;  Delforge,  2005).  Regarding  the  apical 
appendix in particular, we note that this is potentially one of the floral traits most liable to 
be under pollinator‐mediated selection, since it is an evident visual and tactile stimulus for 
male  Eucera  bees  performing  a  cephalic  pseudocopulation  with  Ophrys  spp.  such  as  O. 
tenthredinifera,  O.  bombyliflora  and  O.  scolopax  (Kullenberg,  1961;  Ågren  et  al.,  1984; 
Francisco  &  Ascensão,  2013).  The  occurrence  of  an  apical  appendix  in  the  labellum  is, 
according  to  our  study,  the  plesiomorphic  condition  in  the  clade  of  interest.  However, 
whether an apical appendix had already been present in the most recent common ancestor 
of the genus Ophrys, playing perhaps an important role in the establishment of the sexually 
deceptive  pollination  since  its  inception  remains  to  be  investigated.  Only  through  the 






An  important  limitation  of  our  study  is  the  relatively  low  number  of  taxa  that  was 
sampled per  group.  This  calls  for  caution when generalizing our  conclusions pertaining  to 
the  six  ingroup  taxa,  taken  as  representative,  to  the whole  groups  to which  they  belong, 
although we believe that the taxa in each group are sufficiently similar to each other to yield 
the  same  results  in our analysis.  In  this  context,  an  increase  in  the  taxon  sampling  is also 










groups  but  also  from  the O.  insectifera  group.  In  fact,  the  phylogenetic  placement  of O. 
insectifera  is  still  uncertain  and  weakly  supported  in  previous  molecular  phylogenetic 
analyses, being placed either as basally divergent in the genus (Bateman et al., 1997; Devey 
et al., 2008; Vereecken et al., 2012) or as sister to the major Ophrys clade mentioned above 
(Soliva  et  al.,  2001;  Inda  et  al.,  2012).  Therefore,  such  a  comprehensive  morphological 
phylogenetic  study  would  help  not  only  clarify  the  position  of  O.  insectifera  and  O. 
tenthredinifera  in  the  global  phylogenetic  analysis  of  the  genus  but  also  reconstruct  the 
ancestral  character  states  for  the  most  recent  common  ancestor  of  Ophrys,  hence 
improving  our  understanding  about  the  floral  trait  evolution  in  this  sexually  deceptive 
orchid genus. Ideally, the new morphological data set should be integrated with enhanced 
molecular  data  so  that  an  increasing  accurate  view  of  the  phylogenetic  relationships 
between Ophrys spp. could be achieved (Bateman et al., 2006). 
CONCLUSIONS 
The  present  morphological  phylogenetic  analysis  sheds  some  light  on  the  still 
unresolved interrelationships in the investigated clade of Ophrys. According to our cladistic 
analyses: (1) O. bombyliflora and O. tenthredinifera are not sister groups; (2) O. bombyliflora 
is  most  likely  the  closest  relative  of  O.  speculum,  a  finding  that  favours  the  existing 
molecular phylogenetic hypothesis based on nuclear  ITS data (alone or combined) but not 
that  based  exclusively  on  plastid  data;  (3) O.  tenthredinifera  is  a  ‘wild‐card’  species with 





that  support  the  groups  of  taxa  found were  provided  by macromorphological  characters 
from  the  stigmatic  cavity,  micromorphological  characters  from  the  speculum  and 
anatomical characters pertaining to the osmophore; and (5) the novel diagnostic floral trait 
which  was  recognized  here  for  the  first  time,  the  forward  projection  of  the  floor  of  the 
stigmatic cavity, was an important feature shared by O. tenthredinifera, O. speculum and O. 
bombyliflora. Even considering that it was deliberately focused on only certain Ophrys spp., 
our  study  represents a  significant advance over  the  single morphological  cladistic analysis 
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Figure S2. Macrographs of  flowers of Ophrys  lutea and Ophrys scolopax,  two species with 
contrasting  floral  morphological  features  belonging  to  sections  Pseudophrys  and Ophrys, 
respectively, illustrating characters used for phylogenetic analyses. 
Figure  S3.  Scanning  electron micrographs  of  the  adaxial  surface  of  the  labellum  and  the 
stigmatic cavity of Ophrys scolopax. 
Figure  S4.  Light  micrographs  of  historesin  sections  of  the  labellum  of  Ophrys  scolopax, 
illustrating especially the secretory cells of the osmophore occurring in the apical appendix. 
Figure  S5.  Macrographs  of  flowers  of  Ophrys  scolopax  showing  the  vasculature  of  the 
labellum and the areas that appeared stained after immersion in neutral red. 
Figure S6. Histochemical  characterization of  fresh‐hand  sections of  the apical appendix of 
Ophrys scolopax. 















Figure  S1.  Macrographs  of  Ophrys  orchids  in  their  natural  habitat  in  Portugal,  showing  floral 
macromorphological characters used for phylogenetic analyses. A, Inflorescence of Ophrys scolopax. 
B–H, Details of Ophrys flowers. B, Ophrys scolopax (the selected outgroup). C, Ophrys bombyliflora. 
D,  Ophrys  tenthredinifera.  E,  Ophrys  speculum  subsp.  speculum.  F,  Ophrys  speculum  subsp. 





Figure  S2. Macrographs of  flowers  of  (A) Ophrys  lutea and  (B) Ophrys  scolopax,  two  species with 
contrasting  floral  morphological  features  belonging  to  the  sections  Pseudophrys  and  Ophrys, 









cavity  in  contiguity  to  the  basal  region  of  labellum,  showing  the  internal  callosity  (7)  bearing  the 
pseudoeye in its tip, the floor of stigmatic cavity (5), and the basal field of labellum (14, 17). B, Detail 
of the striated flat‐lenticular cells with polygonal elongated outline occurring in the internal callosity 
and  the  floor;  the  region occupied by  the pseudoeyes present  cells with  a  smoother  surface  (not 
shown). C,  Short  sub‐conical  trichomes of  the basal  field  (14,  17). D, Margin of  the hirsute  lateral 
labellum  lobe,  showing  long  slightly  contorted  trichomes  (25).  E,  Glabrous  portion  of  the  lateral 





of  both  papillae  and  short  trichomes;  although  trichomes  were  usually  found  interspersed  with 
papillae throughout the speculum, they tend to occur more frequently toward its centre. F, Detail of 
the  papillae  of  the  speculum,  which  have  a  large,  flattened  base  with  polygonal  outline  and 




(on  right)  and  a  dark  rounded  spot  (on  left)  in  the  median‐apical  region  of  labellum.  J,  Apical 
indumentum showing long, attenuate trichomes with enlarged bases and a straight tip. K, Glabrous 
margin  of  labellum  where  domed  papillae  (35)  occur.  L,  Apical  appendix  (37)  near  the  long, 
attenuate trichomes with a sinuate tip that form a submarginal indumentum band (33). M, Adaxial 
surface of the appendix. N, Detail of the domed papillae (35) of the appendix. bf, basal field; ds, dark 








periodic  acid–Schiff  (PAS)  reagent/toluidine  blue  (A–D,  F–I),  toluidine  blue/dilute  Lugol  (E,  J)  or 
vanillin–hydrochloric acid (K, L). A–H, Sections of the apical region of  labellum, illustrating features 
of  the  secretory  cells  of  osmophore  occurring  in  the  apical  appendix;  these  traits  correspond  to 












of  the  appendix  tip  of  an  opened  flower;  note  the  increased  vacuolization  of  the  subepidermal 
parenchyma cells as compared with those depicted in C. G, Transverse section of the appendix of an 
opened flower, showing secretory epidermal cells with dense cytoplasm on the adaxial surface. H, 
Paradermal  section of  the  secretory  tissues  on  the  abaxial  surface of  the  appendix  of  a  late  bud, 
showing  abundant  starch‐rich  plastids  stained  pink  with  PAS  reagent  in  the  subepidermal 
parenchyma cells; note primary pit fields in the periclinal cell walls (arrows). I–L, Transverse sections 
of  the  median‐apical  region  of  labellum  in  a  late  bud  (L)  and  an  opened  flower  (I–K),  showing 
attenuate trichomes with phenolic vacuolar content. I, J, Phenolic deposits appeared green‐stained 
after  general  staining with  toluidine  blue.  K,  L,  Bright  red‐stained  condensed  tannins  are  evident 







with  safranin.  A,  Lateral  view  of  a  flower  in  the  field,  showing  the  highly  convex  labellum  with 
recurved margins and the apical appendix. B, Detail of the robust, trilobed appendix. C–E, Flowers 
after immersion in neutral red. C, E, Freshly opened flower; note that the glabrous labellum margin 
(in  C  its  width  is  marked  with  a  full  line)  and  the  appendix  stained  intense  red,  indicating  their 
presumed secretory nature. D, Opening  floral bud; note  that  the appendix appears only  light‐red‐
stained. E, Detail of the  intensely red‐stained appendix. F, G, Vasculature of the labellum, showing 




Figure  S6.  Histochemical  characterization of  fresh‐hand  sections  of  the  apical  appendix  of Ophrys 
scolopax. A, Dome‐shaped epidermal  cells without any  treatment  (control).  B, Paradermal  section 
stained with diluted neural red, showing epidermal cells of the osmophore with bright pink‐stained 







rich  lipophilic  secretion  in  the  cytoplasm  of  epidermal  cells.  G,  H,  Paradermal  sections  of  the 





height  of  non‐flat  cells  in  the  speculum  of  the  labellum  of  the  seven  Ophrys  taxa:  Ophrys 
bombyliflora  (OB, 3  individuals), Ophrys  fusca subsp.  fusca  (OF, 2  individuals), Ophrys  lutea  (OL, 3 
individuals – A; 2 individuals – B), Ophrys scolopax (OSc, 2 individuals – A; 3 individuals – B), Ophrys 
speculum  subsp.  lusitanica  (OSL,  3  individuals),  Ophrys  speculum  subsp.  speculum  (OSS,  4 
individuals),  and  Ophrys  tenthredinifera  (OT,  3  individuals  –  A;  4  individuals  –  B).  These 
measurements were used for defining characters 14–17 and 27–31 (Table 1). OSL and OSS are not 
represented in B because the speculum in these two taxa is entirely composed of flat‐lenticular cells. 









scolopax),  each  scored  for  45 morpho‐anatomical  floral  characters,  13  of  which  being  treated  as 




of  taxa  that  form  the  ingroup  (C)  are  also  identified. Distance  analyses were  performed with  the 
















one  outgroup  (Ophrys  scolopax),  each  scored  for  45  morpho‐anatomical  floral  characters,  13  of 
which  being  treated  as  continuous  (like  in  the  maximum  parsimony  analyses  under  continuous 
approach) and all  equal‐weighted.  The Gower distance  (Gower, 1971) was used because  it  allows 
mixing different  types of  variables  (binary,  qualitative,  and  continuous  characters)  in  the distance 
computation,  being  commonly  used  in  studies  of  functional  (trait)  diversity  (Botta‐Dukát,  2005; 
Laliberté  &  Legendre,  2010).  The  distance  matrix  was  obtained  using  the  function  “gowdis”  of 
package  "FD"  (Laliberté  &  Legendre,  2010;  Laliberté,  Legendre  &  Shipley,  2014)  under  the  R 
environment (R Core Team, 2014). 
    Taxon             
Nr.  Taxon  0  1  2  3  4  5  6 








0.50  0.09  ‐         
3  Ophrys bombyliflora  0.16  0.39  0.39  ‐       
4  Ophrys tenthredinifera  0.23  0.48  0.49  0.22  ‐     
5  Ophrys fusca subsp. fusca  0.65  0.79  0.80  0.79  0.58  ‐   












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Table S3. Posterior probability  (PP) of  the  trees  included  in  the 99% credibility  set of  trees  found 
during  the  Markov  Chain  Monte  Carlo  searches  of  Bayesian  analyses,  using  equal  and  unequal 
[gamma distribution, α uniform (0.001–200)] variation rate across characters. The trees are sorted 
by  their PP and  those whose topology  is  found within  the suboptimal  tree set  (5% shortest  trees) 



























The present  thesis  represents a  substantial  contribution  to  the  fields of  floral biology 
and  pollination  of  the  sexually  deceptive  orchid  genus  Ophrys,  focusing  on  three  major 
topics:  (1)  osmophore  structure  and  function;  (2)  labellum  micromorphology;  and  (3) 
phylogenetic  reconstruction  and  floral  trait  evolution.  First,  this  work  constitutes  a 
significant advance in our knowledge of Ophrys osmophores, giving continuity to the work 
initiated by Stefan Vogel in the early 1960s, who provided the first anatomical description of 
the osmophores of O.  fusca, O.  lutea  and O.  fuciflora  (Vogel, 1990). Through our detailed 
anatomical and histochemical study on the labellum of seven Ophrys taxa, at three different 
stages of  flower development, we were able  to confirm the  findings of Vogel  for O.  fusca 
and  O.  lutea  (Chapter  2)  and  to  demonstrate  that  an  osmophore  also  occurs  in  O. 
bombyliflora  and  O.  tenthredinifera  (Chapter  3),  in  the  two  subspecies  of  O.  speculum 








and  the  stigmatic  cavity  revealed  a  great  diversity  of  epidermal  cell  types  in  the  adaxial 
surface of the flower in each Ophrys species and established putative homologies between 
the  different  floral  parts  of  all  investigated  taxa  (Chapters  2–5).  Most  remarkably, 










of 45 characters, which was subsequently used for  the phylogenetic  reconstruction of  the 
interspecific relationships in the investigated clade of Ophrys and for inferring its ancestral 
floral character states (Chapter 5). Our cladistic analysis showed that O. tenthredinifera and 





which  was  supported  by  four  synapomorphies  concerning  the  stigmatic  cavity  and  the 







are  located  in  exposed  portions  of  the  flowers, mainly  at  the margin  or  the  tip  of  sepals 





Concerning  the  extent  of  the  osmophore  tissues  in  the  labellum,  the  investigated 
Ophrys  species  could  be  divided  into  two  groups:  (1)  those  provided  with  an  apical 
appendix, i.e. O. bombyliflora, O. tenthredinifera and O. scolopax; and (2) those without an 
apical appendix and with a central notch in the apical region of the labellum, i.e. O. fusca, O. 
lutea  and O.  speculum.  In  the  species  of  the  former  group,  the  osmophore  occurs  in  the 






the labellum (Chapter 2, Appendix A), as  in O. tenthredinifera  (Chapter 3).  In addition, the 
osmophore in O. fusca and O. lutea also includes the margin of the lateral petals (Appendix 
A),  like  in  other  genera  of  the  subtribe Orchidinae,  such  as Platanthera  and Gymnadenia 
(Vogel, 1990; Stpiczyńska, 2001). 
As  for the osmophore structure, all species display a morphologically undifferentiated 
osmophore  composed  of  a  secretory  layer  of  epidermal  cells,  which  are  dome‐shaped 
papillae  except  for O.  bombyliflora  (where  they  are  lenticular  cells  instead),  and  two  to 
three  subepidermal  parenchyma  cell  layers  (Chapters  2–5,  Appendix  A).  The  parenchyma 
tissue  underlying  the  osmophore  presents  always  several  crystal  idioblasts  containing 
calcium  oxalate  raphides,  which  are  particularly  abundant  in  the  appendix  of  O. 
bombyliflora (Chapter 3). The formation of raphide crystals in Ophrys tissues could be a way 




2005)  in  an  orchid  genus  that  occurs  mainly  in  calcareous  soils.  The  central  vein  of  the 
labellum  was  found  to  branch  towards  the  labellum  margin  and  the  apical  appendix  of 
Ophrys  flowers  (Chapters  3  and 5,  Appendix A),  and hence  the parenchyma  tissue of  the 
osmophores  in  Ophrys  is  supplied  with  vascular  bundles,  like  occurs  in  other  scent‐




The great majority of osmophores  is  located  in  the adaxial  surface of  the  floral organ 
that bears them (Pridgeon & Stern, 1983; Pridgeon & Stern, 1985; Stern, Curry & Pridgeon, 
1987;  Stpiczyńska,  2001;  Bolin,  Maass  &  Musselman,  2009;  Melo,  Borba  &  Paiva,  2010; 
Sanguinetti et al., 2012), as  in  the apical appendix of O. bombyliflora  (Chapter 3). Besides 
the osmophores of O. fusca, O. lutea and O. tenthredinifera (Chapters 2 and 3, Appendix A), 
the  other  few  exceptions  to  this  rule  were  also  found  in  Orchidaceae,  mainly  in  the 
terrestrial  orchid  tribe  Cranichideae,  which  present  the  abaxial  surface  with  secretory 





in  flowers  prior  to  the  anthesis  (especially  at  the  stage  of  early  bud),  like  in most  of  the 
other  osmophore‐containing  species  (Pridgeon  &  Stern,  1983;  Stern  et  al.,  1987;  Vogel, 
1990; Skubatz, Kunkel & Meeuse, 1993; Vogel & Hadacek, 2004). This high starch content 
sharply decreased – but did not disappear completely – in open flowers (Chapters 2, 3 and 
5,  Appendix  A).  However,  such  pattern was  not  found  in O.  speculum  (Chapter  4), which 
presented only vestigial starch content at the earliest stage of  floral development, and no 
detectable  starch  thereafter.  Abundant  starch‐rich  plastids  were  observed  in  the 
subepidermal  parenchyma  cells  of  the  osmophores  of O.  bombyliflora, O.  tenthredinifera 
and O.  scolopax  (Chapters  3  and  5),  whereas  in O.  fusca  and O.  lutea  the  bulk  of  starch 
occurred  in  the  plastids  of  the  domed  papillae  of  the  secretory  epidermis,  an  exclusive 
quality of the osmophore of these two species (Chapter 2, Appendix A), in clear contrast to 
the common location of starch reserve in the parenchyma tissue of all the other described 











glandular  cells  of  the  osmophores  of  Ophrys  spp.  synthesise  a  terpene‐rich  lipophilic 
secretion  with  a  phenolic  fraction,  which  was  found  consistently  in  small  quantity  and 
temporarily accumulated in the periplasmic space, loose cell walls, vacuoles and/or cortical 
cytoplasm,  and  sometimes  it  also  appeared  on  the  surface  of  the  epidermal  cells, 
particularly  in O.  fusca  and O.  speculum  (Chapters  2–5,  Appendix  A).  The  low  amount  of 
secretion detected by histochemical tests in the osmophore cells of all studied species may 
be caused by the high volatility of its components. An intense and continued activity of the 
osmophore  is  thus  required  to  assure  that  the  high  volatile  secretion  is  emitted  to  the 
atmosphere  in  sufficient  amount  to  be  detected  by  insect  pollinators  at  long  distances 
(Vogel, 1990). Therefore, the starch reserve observed  in Ophrys spp. (Chapters 2, 3 and 5, 
Appendix  A)  is  probably  used  as  a  source  of  both  energy  and  structural material  for  the 
synthesis  of  the  volatile  terpene‐rich  lipophilic  secretion.  Since  a  starch  depletion  occurs 
after  the  cessation  of  the  secretory  period  of  the  osmophores  (Pridgeon  &  Stern,  1983; 
Stern  et al.,  1987; Vogel,  1990;  Skubatz  et al.,  1993; Vogel & Hadacek, 2004; Melo  et al., 
2010), changes in the starch content along flower development give us an indication of the 
osmophore period of activity (Chapter 3).  
The  investigated  Ophrys  taxa  present  a  prolonged  period  of  anthesis  that  lasts  a 
minimum of 6 days  (in O. bombyliflora) or 14 days  (in O. scolopax) and  that can reach 21 
days in some flowers of O. lutea (Appendix C). The flowers of all studied species emit a faint 
to moderate scent in the stage of freshly opened flower, which corresponds to the largest 
part  of  the  period  of  anthesis  (Appendix  C).  In  effect,  headspace  sorption  analyses  of 
flowers  of O.  fusca  and O.  lutea, which are  the  two most  scented Ophrys  species  among 
those studied, revealed that the emission rate of volatile organic compounds from flowers 
was extremely low varying into the nanogram range (Appendix B), which agrees with those 
previously  estimated  for Ophrys  flowers  (Borg‐Karlson,  1990;  Schiestl  et  al.,  1997). Odour 
emission  varies  considerably  from  flower  to  flower  and  it  appears  to  be  influenced  by 
environmental  factors  such as  temperature and  radiation  (Kaiser, 1993). Notwithstanding, 
in  all  studied Ophrys  species,  the  fragrance  seems  to be more  intense  in  the  first days of 
anthesis, corresponding to the peak of activity of  the osmophore, an observation that  fits 
well  the  evident  decrease  in  the  starch  content  of  osmophore  tissues  from  late  buds  to 
open flowers (Chapters 3 and 5, Appendix A). Considering that a faint scent is continuously 








labellum of all  investigated Ophrys species  leads us to question  its relevance to the highly 
specific  pollination  by  sexual  deception  that  has  evolved  in  these  orchids.  The  high 
specificity of this pollination system, in which one Ophrys species is pollinated by a single or 
a  few  related  insect  species  (Kullenberg,  1961;  Paulus  &  Gack,  1990),  is  achieved  by  the 
chemical  mimicry  occurring  between  certain  compounds  of  the  odour  bouquet  of  each 
Ophrys  species  and  the  sex  pheromone  used  by  the  females  of  its  specific  pollinator  to 
attract conspecific males for reproduction (Schiestl et al., 1999; Schiestl et al., 2000; Ayasse 
et al., 2003; Mant et al., 2005; Stökl et al., 2005; Stökl et al., 2008), which is usually highly 
species‐specific  (Ayasse,  Paxton  &  Tengö,  2001;  Wyatt,  2010).  In  terms  of  chemical 
structure,  insect  pheromones  are  molecules  of  hydrocarbons  and  other  fatty  acid 
derivatives such as aliphatic alcohols, aldehydes, esters and ketones, lactones and terpenoid 
compounds,  which  are  usually  combined  in  certain  proportions  in  more  or  less  complex 
mixtures to assure a species‐specific signal (Ayasse et al., 2001; Mant et al., 2005; Stökl et 
al.,  2008;  Mori,  2010).  Although  some  pheromones  are  considered  to  be  non‐volatile 
compounds,  such  as  contact  pheromones  of  some  insects  which  due  to  their  chemical 
structure  and  high  molecular  mass  exert  their  action  through  touching,  all  pheromones 
should be more or less volatile compounds (Mori, 2010). 
In  most  Ophrys‐pollinator  interactions  hitherto  investigated,  namely  those  involving 
species  pollinated  by  solitary  bees  of  genus Andrena,  such  as O.  sphegodes, O.  fusca, O. 
bilunulata and O. iricolor, and by the Colletes cunicularius solitary bee, such as O. exaltata, 
the  semiochemicals  considered  key  to  elicit  mating  behaviour  in  male  insects  (i.e.  the 
behaviourally active compounds that mimic the female sex pheromone) were found to be 
mainly a series of long‐straight‐chained unsaturated hydrocarbons (n‐alkenes; Schiestl et al., 
1999;  Schiestl  et  al.,  2000;  Schiestl & Ayasse,  2002; Mant  et  al.,  2005;  Stökl  et  al.,  2005; 
Stökl et al., 2008; Stökl et al., 2009; Xu et al., 2011; Xu et al., 2012) occurring in the cuticle of 
the insect body and in the cuticular waxes of the epidermal cell walls at the adaxial surface 
of  the  labellum  (Ayasse  et  al.,  2001;  Blomquist  &  Bagnères,  2010;  Schlüter  et  al.,  2011). 
These  long‐chained  hydrocarbons,  because  of  their  high molecular mass  and  low  vapour 
pressure,  are  low  volatile  compounds  that  presumably  are  detected  by  patrolling‐male 




Ophrys  species  (Chapters  2–5).  Osmophores  are  secretory  structures  assumed  to  have 
evolved  from  the  diffuse  fragrance‐producing  epidermis  in  the  flowers  towards  a 




pollinators  in  diverse  pollination  systems  (Stern  et  al.,  1987;  Vogel,  1990;  Sazima  et  al., 





functions of  the highly volatile organic compounds synthesised  in  the osmophore and the 
cuticular  waxes  enriched  in  low  volatile  hydrocarbons  and  other  fatty‐acid  derivatives 
spread over  the  labellum surface:  the osmophore compounds act as  long range pollinator 
attractants whereas the cuticular waxes act at close distance and upon contact, playing the 
key  role of  triggering  the mating behaviour  in male  insects  that  is  crucial  for  an effective 
pollination (Chapter 3), in agreement with other models previously suggested by Kullenberg 
&  Bergström  (1976)  and  Steiger,  Schmitt &  Schaefer  (2011).  The  fact  that  an  osmophore 
exists in all studied species (Chapters 2–5) confers more support to our hypothesis (Chapter 
3),  as  opposed  to  the  usual  view  that  cuticular  waxes  enriched  in  hydrocarbons  are 
sufficient for the success of pollination (Bateman et al., 2011; Vereecken et al., 2011).  
The osmophore of O. speculum presents, however, only a vestigial starch content and 
hence  is  presumably  less  active  than  those  of  the  other Ophrys  species  (Chapter  4),  an 
hypothesis  that  is  in  accordance  with  the  existing  knowledge  about  the  semiochemicals 
involved  in  the  specific  attraction  of  its  wasp  pollinator,  Dasyscolia  ciliata.  The  highly 
specific  signal  used  in  the  reproduction  of  this  wasp  consists  predominantly  in  three 
uncommon (w‐1)‐hydroxy and (w‐1)‐oxo carboxylic acids, which also occur in the cuticle of 
the epidermal cells of the labellum and have a higher volatility than the key long‐chained n‐
alkenes commonly used by other species  (Ayasse et al., 2003; Ayasse et al., 2011).  In  this 
case, the osmophore seems to have lost functional importance but most likely constitutes a 
reservoir  of  semiochemicals  that  represents  evolutionary  potential  for  adaptation  to  new 
pollinators  (Chapter  4).  This  is  particularly  relevant  in  a  species  that  maintains  a  highly 
specific interaction with a single insect pollinator, and hence is exposed to a high extinction 
risk, associated with a higher probability of extinction of that pollinator species.  
The proposed model of  complementary  roles  for  the osmophore compounds and  the 
cuticular waxes  in  the  pollination  process  of Ophrys  orchids  requires,  however,  empirical 
confirmation in the field. In order to test the importance of the osmophore in the pollinator 
attraction, we need to:  (1) know  if all  species  in genus Ophrys present an osmophore;  (2) 
identify  the  compounds  effectively  synthesised  in  this  scent‐producing  gland;  (3)  find  out 
whether  the  volatility  of  compounds  influences  the  distance  reached by  them under  real 
conditions  in  natural  habitats,  since  the  evaporation  and  the  transport  of  the  odour 





(4)  test  whether  the  compound  volatility  impacts  on  the  effective  attraction  of  insect 
pollinators in the field. 





the  curvature  of  the  outer  cell  wall,  the  cell  outline  and  the  cuticular  sculpture  (Koch, 
Bhushan  &  Barthlott,  2008).  In  total,  18  different  types  of  epidermal  cells  have  been 
distinguished in the labella of Ophrys species, which represents a cell diversity that largely 





analysis  of  the  seven  studied  taxa  we  were  able  to  distinguish  objectively  not  only  the 
labellum from the contiguous stigmatic cavity (Chapters 3 and 5) but also the major areas 
occurring  in  the  adaxial  surface  of  the  labellum  and  the  stigmatic  cavity  (Chapters  2–5), 
which  allowed  the  establishment  of  homology  between  the  floral  parts  based  on  three 
criteria  of  homology  assessment,  i.e.  similarity  in  relative  position,  sharing  a  common 




labia  in  O.  bombyliflora,  O.  tenthredinifera  and  O.  speculum  (Chapter  5).  It  is  typically 
glabrous  and  ornamented  with  temporal  and  staminodial  callosities  besides  pseudoeyes, 
which exhibit flat‐lenticular cells with a smooth cell wall surface or a finely diffuse cuticular 
pattern  (Chapters  2–5).  The  floor  of  the  stigmatic  cavity  presents  consistently  densely‐
striated flat‐lenticular cells with an elongated polygonal outline in all studied species apart 
from O.  fusca  and O.  lutea  (section Pseudophrys),  two  species  that  present  a  contrasting 
spherical stigmatic cavity with no pseudoeyes, callosities or labia, besides the floor is placed 
in a depression (Chapters 2 and 5). 
The  labellum  of  the  studied Ophrys  species  comprises  two  flat  or  prominent  lateral 
lobes  and  a  central  lobe,  which  ends  with  an  apical  appendix  in  three  species  and  is 
provided with an apical notch, except in O. bombyliflora and O. scolopax (Chapters 3 and 5). 
The labellum can also be divided into three main regions, i.e. basal (which is contiguous to 




generally  recognized  in  the  labellum  of  each Ophrys  species:  (1)  the  basal  field, which  is 
clearly differentiated in all studied species except O. fusca and O. lutea (Chapters 2, 3 and 
5), although in O. speculum it presents a singular position and configuration (Chapter 4); (2) 
the  speculum,  which  presents  flat‐lenticular  cells,  papillae  and/or  short  to  intermediate 
narrow  trichomes, depending on  the  species, but  that have a  flattened polygonal base  in 
common (Chapters 2–5), a  feature that might be  related  to a better  reflection of  incident 
light  (Kay, Daoud & Stirton,  1981);  (3)  the  lateral  lobes, which  are mostly  covered with  a 
dense  indumentum  of  long  trichomes,  either  attenuate  (in  O.  fusca  and  O.  lutea)  or 
contorted (Chapters 2–5); (4) the median‐apical indumentum, composed of long attenuate 
trichomes in all species, although in O. bombyliflora and O. tenthredinifera  it also includes 
short  conical  trichomes  (Chapter  3);  (5)  the  glabrous margin,  occurring  consistently  in  all 
Ophrys  species,  although  its  extent  differs  from  species  to  species  (Chapter  5),  which  is 
composed of dome‐shaped papillae, except in O. bombyliflora, the species that presents the 
widest glabrous  labellum margin consisting entirely of  flat‐lenticular cells  (Chapter 3); and 
(6) the apical appendix, which is only present  in O. bombyliflora, O. tenthredinifera and O. 
scolopax (Chapters 3 and 5). 
Such  comparative  study  provided  hence  accurate  micromorphological  information 
which was incorporated into a morpho‐anatomical data matrix that was subsequently used 
as the basis for reconstructing the phylogenetic interspecific relationships and the ancestral 
states  of  floral  characters  in  the  unresolved  clade  of Ophrys  under  analysis  (Chapter  5). 
However, we are aware that the homology between two structures or areas of the flower, 
as  well  as  the  precise  delimitation  of  the  stigmatic  cavity,  could  only  be  definitely 
established by means of ontogenetic studies (Luo & Chen, 2000; Vaes et al., 2006; Box et al., 
2008; Thomas et al., 2009). Considering that the assessment of homology is the basis of any 
character  definition  (Kearney  &  Rieppel,  2006;  Nixon  &  Carpenter,  2012),  phylogenetic 
inferences based on truly homologous characters would be comparatively more robust and 
reliable.  
On  the  other  hand,  the  great  diversity  of  epidermal  cell  types  found  in  the  adaxial 







al.,  1984).  Indeed,  the key  combination of  certain  types of  trichomes  (or  special papillae) 
arranged into a particular pattern with a robust, three‐dimensional structure of appropriate 
size that tactilely simulates the body of a female  insect  is shared apparently by all species 









different  positioning  of  the  insect  upon  the  labellum  so  that  an  abdominal  or  cephalic 
pseudocopulation  could  take  place  (Chapters  2  and  3),  hence  providing  an  effective 
mechanical  reproductive  isolation barrier which prevents hybridization  (Stökl  et al.,  2005; 
Schiestl  &  Schlüter,  2009),  although  a  few  exceptions  have  been  reported  (Cortis  et  al., 
2009; Vereecken, Cozzolino & Schiestl, 2010).  
Furthermore, some floral features in the studied Ophrys species were found to present 
a  remarkable  similarity  to  certain  parts  of  the  body  of  female  insects  and  could  thus 
constitute new evidences of visual mimicry, like several details of the stigmatic cavity, basal 
labellum region and speculum of O. speculum, which mimic the macro‐ and microstructure 
of  the  crossed  wings  of  the  female  of  its  specific  pollinator,  the Dasyscolia  ciliata  wasp 
(Chapter 4). The speculum of this Ophrys species, especially its strong UV‐reflectance, seems 
to play a decisive role in the short‐range attraction of male insect pollinators to the flower 
(Kullenberg,  1961;  Paulus,  2006).  The  role  of  visual  signals  in  pollinator  attraction  and  in 
reproductive  success of Ophrys orchids has been  tested only  for a  few species and hence 
requires  further  investigation  (Kullenberg,  1961;  Paulus,  2006;  Spaethe, Moser  &  Paulus, 
2007; Streinzer, Paulus & Spaethe, 2009; Vereecken & Schiestl, 2009; Spaethe, Streinzer & 
Paulus, 2010; Streinzer et al., 2010; Rakosy et al., 2012).  It has become apparent that  the 
importance  of  visual  cues  differs  among  insect  genera  and  seems  to  be  related  to  the 
sensory system and mate searching behaviour of each  insect genus (Spaethe et al., 2010). 
For  instance, males  of  solitary  bees  of  genus  Eucera,  which  are  regular  pollinators  of O. 
bombyliflora,  O.  tenthredinifera  and  O.  scolopax  among  others,  rely  strongly  on  visual 
signals  to  recognize  their  females,  and  therefore  are  able  to  use  the  typical  coloured 






Therefore,  the  three‐dimensional  configuration  and  extraordinary  complexity  of  the 
labellum of Ophrys flowers, reflected in the great number of different epidermal cell types 






contribute  decisively  towards  the  success  of  pollination  by  sexual  deception  of  Ophrys 
species (Kullenberg & Bergström, 1976). 
OPHRYS PHYLOGENY AND FLORAL TRAIT EVOLUTION 
Our  morphological  phylogenetic  analysis  of  the  clade  of  Ophrys  formed  by  O. 
bombyliflora, O. tenthredinifera, O. speculum and the section Pseudophrys  (which includes 
O. fusca and O. lutea) provided some insights  into the phylogenetic relationships between 
these  species  (Chapter  5).  Two  tree  topologies  were  found  as  the  most  likely 
reconstructions  of  the  investigated  clade of Ophrys, which  concur  in  the placement of O. 
speculum as sister to O. bombyliflora but differ in the position of O. tenthredinifera, which 
was placed alternatively as sister  to  the pairing of O. speculum with O. bombyliflora or as 
sister  to  section  Pseudophrys  (Chapter  5).  One  of  the  major  contributions  of  our 
morphological  cladistic  analysis  was  the  disclosure  of  the  floral  character  states 
(synapomorphies) that confer support to the groups found in the phylogenetic trees, which 
constitutes  an  advantage  that  no  molecular  phylogenetic  analysis  is  able  to  present 
(Freudenstein & Rasmussen, 1999; Rudall, 2002; Rudall & Bateman, 2006; Nürk & Blattner, 
2010; Ronse De Craene & Wanntorp,  2011).  The  sister  relationship between O.  speculum 
and O. bombyliflora, which received a moderate support level in our Bayesian analyses, was 
found  to be  supported by  four  synapomorphies pertaining mainly  to  the  stigmatic  cavity, 
namely the differentiation of staminodial callosities from staminodial points, the occurrence 
of prominent external labia, the presence of high protrusions of the inferior portion of the 
cavity walls, and  the  low median height of  the non‐flat  cells  in  the  speculum (Chapter 5). 
The ambiguous placement of O. tenthredinifera in the tree, however, is due to the fact that 
six  valid  synapomorphies  support  the  cluster  of  O.  tenthredinifera  with  O.  speculum–O. 
bombyliflora and other six synapomorphies confer support to the alternative pairing of O. 
tenthredinifera with  section Pseudophrys  (Chapter 5).  Four out of  the  six  synapomorphies 
that favour the former association pertain again to the stigmatic cavity, and a seventh novel 
diagnostic  feature,  i.e.  the forward projection of the floor of the stigmatic cavity, which  is 
intimately  associated  with  extension  of  the  inferior  portion  of  the  cavity  walls  to  form 














combined with  plastid  and/or mitochondrial  datasets  (Bateman,  Pridgeon & Chase,  1997; 
Bateman et al., 2003; Devey et al., 2008;  Inda, Pimentel & Chase, 2012; Vereecken et al., 
2012),  and  rejects  both  the  single  existing morphological  cladistic  hypothesis  (Devillers & 
Devillers‐Terschuren,  1994)  and  the  molecular  phylogenetic  trees  based  exclusively  on 
plastid  data  (Soliva,  Kocyan  &  Widmer,  2001;  Devey  et  al.,  2008;  Inda  et  al.,  2012). 
Furthermore,  our  hypothesis  is  also  relatively  congruent  with  a  recent  molecular 
phylogenetic analysis performed with 37 species of genus Ophrys, based on six nuclear loci, 





cluster  of O.  tenthredinifera  and  section  Pseudophrys,  all  nodes  receiving  strong  support 
level  (Breitkopf et al., 2015). Two major aspects emerge thus from the comparison of this 
molecular tree with our morphological phylogenetic hypothesis. On the one hand, the sister 





above. On  the  other  hand,  the molecular  tree  by  Breitkopf  et  al.  (2015)  suggests  that O. 
speculum  is  an  early‐diverging  lineage  placed  at  the  base  of  the  clade,  whereas  section 
Pseudophrys  is  the most  recent divergent  group of  species of  this  clade of Ophrys, which 
represents  the  reverse  of  the  branching  sequence  of  our  tree  5  but  that  is  not  totally 
incompatible  with  the  topology  of  the  other  most  plausible  tree  (tree  2)  found  in  our 
analyses (Chapter 5).  In fact, our tree 2 recovered two groups, namely O. tenthredinifera–
section  Pseudophrys  and  O.  speculum–O.  bombyliflora,  whose  divergence  time  was 
impossible to determine using our inference methods (Chapter 5).  
Another benefit of our morphological phylogenetic analysis was  the reconstruction of 
the  ancestral  character  states  for  the  putative  most  recent  common  ancestor  of  the 
investigated clade of Ophrys, which revealed the most parsimonious evolutionary trend of 
29  morpho‐anatomical  floral  characters,  whose  plesiomorphic  states  were  found  to  be 
unambiguous (Chapter 5). For instance, an apical appendix and an osmophore occurring in 
the  apical  third  of  the  labellum  margin  with  abundant  starch  in  the  subepidermal 
parenchyma tissue have been already unequivocally present in the ancestor of our clade of 





the  labellum  of  a  few  species  of  five  genera  of  the  subtribe  Orchidinae  (Vogel,  1990; 
Stpiczyńska, 2001; Barone  Lumaga  et al.,  2012; Kowalkowska  et al.,  2012).  Therefore,  the 
occurrence of an osmophore  in  the  labellum  is a putative plesiomorphic  feature that may 
have  been  already  present  in  the  most  recent  common  ancestor  of  genus  Ophrys,  an 
hypothesis that could only be tested if morpho‐anatomical information on O. insectifera, a 






trace  their  evolutionary  trend  (Chapter  5).  When  we  contrast  these  ancestral  character 
states  with  those  reconstructed  for  our  suboptimal  tree  6,  which  presents  the  same 







to  combine  morphological  and  molecular  data  in  future  phylogenetic  studies  so  that  an 





–  an  osmophore  –  occurs  consistently  in  the  apical  region  of  the  labellum  in  the 
seven  investigated Ophrys  taxa. More specifically,  the osmophore  is  located at  the 
labellum margin and/or  in  the apical appendix, extending  to  the abaxial  surface of 
the apical region of the labellum in O. tenthredinifera, O. fusca and O. lutea, and also 












probably provides  a  significant  tactile  stimulus  for  insect pollinators  to  accomplish 
the necessary copulatory attempts with the labellum that assure the effectiveness of 
pollination. 





on  a  data matrix  built  using  objective  and  explicit  criteria  for  character  selection, 
coding and state definition, showed that O. tenthredinifera and O. bombyliflora are 
not  sister groups and pointed  to a sister  relationship between O. speculum  and O. 
bombyliflora, which rejects an earlier morphological cladistic hypothesis and favours 





a  group  of  closely  related  species  of  the  orchid  genus Ophrys.  However,  our  study  also 
highlighted  some  important  points  that  require  further  investigation  at  four  fundamental 
levels.  
At  the  cellular  level,  an  ultrastructural  study  is  needed  to  elucidate  the  mode  of 
biosynthesis,  transport  and  elimination  of  the  terpene‐rich  lipophilic  secretion  in  the 
osmophores  of  Ophrys,  in  particular  by  finding  evidences  for  the  cell  compartments 
involved in the secretory pathways, which we predict that are mainly smooth endoplasmic 
reticulum intimately associated with plastids and mitochondria (Croteau, Kutchan & Lewis, 
2000;  Dudareva  et  al.,  2006;  Lichtenthaler,  2010),  and  for  sites  of  intracellular  secretion 
accumulation.  
At  the  micromorphological  level,  it  would  be  fundamental  to  perform  ontogenetic 
















order  to  improve our knowledge about pollination by sexual deception  in Ophrys orchids. 
First, it would be crucial to identify the insect pollinators of Ophrys species in Portugal and 
to  discover  the  specific  pollinator  of  the  Iberian  endemic O.  speculum  subsp.  lusitanica, 
which  remains  unknown.  Second,  it  would  be  needed  to  characterize  the  female  sex 
pheromone used by Ophrys male pollinators for reproduction, especially that which is used 
by  species  of  solitary  bees  of  genus  Eucera  (not  yet  identified),  and  compare  it with  the 
odour compounds released by Ophrys flowers, in order to identify the key semiochemicals 
involved  in  the  attraction  of  male  pollinators.  Third,  the  labellum  margin  and/or  the 
appendix, on the one hand, and the labellum surface, on the other, of each Ophrys species 
should  be  analyzed  separately  by  solvent  extraction,  to  find  out  differences  in  the 
compounds  occurring  in  the  cuticle  of  each  of  these  two  labellum  regions.  Fourth, 
behavioural  tests with  insect  pollinators  of Ophrys  are  required  to  test  if  the  volatility  of 
compounds  influences  not  only  their  dispersion  under  natural  conditions,  but  also  the 
effective attraction of specific pollinators in the field. Lastly, it would be important to test if 
intraspecific  variation  in  some morphological  floral  features  (e.g.  labellum  size,  speculum 
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February  and  March,  between  2005  and  2009,  from  natural  populations  occurring 
throughout the central‐western region of Portugal. A voucher specimen of each species was 




Three  different  developmental  stages  of  the  flower were  investigated:  (1)  early  bud, 
buds with dimensions of 7 x 4 to 8 x 5 mm (length x width) in O. fusca and 5 x 4 to 7 x 5 mm 







method  of  diaphanization  described  by  Shobe  &  Lersten  (1967).  Cleared  flowers  were 
stained with 1% ethanol solution of safranin O (w/v) for 30 min. After a washing in ethanol, 
the  flowers were  kept  immersed  in  this  alcohol  and observed using  an Olympus  SZH‐ILLK 




vital  staining  with  diluted  neutral  red  (Vogel,  1990)  was  used.  Two  late  buds  and  seven 
freshly opened flowers of each species were immersed in 0.01% neutral red for 2–5 h. After 






To  follow  the  histological  and  cytological  changes  during  the  flower  development, 
pieces of labellum taken from early buds, late buds, and freshly opened flowers of the two 
Ophrys species were processed for anatomical study under light microscopy. Samples were 
fixed  as  described  for  SEM,  but  after  the  washing  in  the  fixative  buffer  and  dehydration 
through  an  ethanol  series,  they  were  infiltrated  with  and  embedded  in  Leica  Historesin. 
Sections  2  µm  thick  were  cut  with  a  Leica  RM‐2155  microtome  (Leica  Microsystems, 
Nussloch,  Germany).  Sections  were  sequentially  stained  with  periodic  acid–Schiff  (PAS) 







temperature.  After  dehydration  in  a  graded  acetone  series,  samples  were  embedded  in 
Epon‐Araldite resin (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). Semithin sections 
(approximately  0.5  µm  thick)  were  obtained  on  a  Sorvall  MT‐1  ultramicrotome  (Sorvall, 
Norwalk, CT) and stained with Sudan black B for lipids and tannins (Bronner, 1975; Parham 
&  Kaustinen,  1976).  Observations  were  made  with  a  Leica  DM‐2500  microscope  (Leica 
Microsystems, Wetzlar, Germany), and images were recorded digitally with a Leica DFC‐420 
camera  (Leica  Microsystems,  Heerbrugg,  Switzerland)  and  the  Leica  Application  Suite 
software (ver. 2.8.1). 
HISTOCHEMISTRY 
For  the histochemical  characterization of  the osmophore,  transverse  and  longitudinal 
hand‐cut  sections of  the  apical margin of  the  labellum were made  in  fresh  late buds  and 
opened flowers from both species. Neutral red was used as a vital stain to locate glandular 
cells (Vogel, 1990) and as a lipid fluorochrome for detection of lipids under UV and blue light 
(Kirk,  1970).  Sections  were  tested  for  total  lipids  with  Sudan  IV  (Pearse,  1985).  Phenolic 
compounds were  detected  by  their  autofluorescence  under UV  and  blue  light  (Harborne, 
1998).  Observations  under  UV  and  blue  wavelengths  were  made  with  a  Leitz  SM‐LUX 
epifluorescence microscope (Leitz‐Wetzlar, Wetzlar, Germany) equipped with an HBO 50‐W 
mercury  vapor  lamp,  filter  block  A  (excitation  filter  BP  340‐380,  dichroic mirror  450,  and 
barrier  filter  LP‐430),  and  filter  block  I2  (excitation  filter  BP  450‐490  and barrier  filter  LP‐
515). Images were recorded on Kodak Ultra Gold 400 ASA color slide film with a Leica Wild 






The  present  results  constitute  supplementary  data  concerning  the  location,  structure 
and  secretion  of  the  osmophores  of Ophrys  fusca  and O.  lutea  (Chapter  2),  which  were 











diluted neutral  red  solution  in  a  concentration of  0.01%  for  immersion of  flowers  (Vogel, 
1990),  instead  of  the  initially  used  concentration  of  0.1%  (Chapter  2),  resulted  in  a  red‐
staining of the entire margin of the labellum and the lateral petals in freshly opened flowers 
of O. fusca (Fig. IA, B). However, the broad yellow margin of the labellum of freshly opened 
flowers of O.  lutea did not practically  stain  (Fig.  IC), but  this  fact does not mean  that  this 
floral area is not involved in scent production, since this elective vital staining with diluted 
neutral  red  proposed  by  Vogel  (1990)  is  not  specific  for  the  secretory  cells  of  the 
osmophores.  In  fact,  the  diluted  neutral  red  is  usually  used  as  indicative  of  fragrance‐
producing  cells  in  the  flowers, but only  if  the  colour hue and  the anatomy of  the  stained 
floral  parts  are  taken  into  account  (Vogel & Hadacek,  2004).  This  applies  not  only  to  the 




sections  placed  in  the  same  diluted  stain  (Vogel  1990).  The  diagnostic  colour  hue  of  the 
vacuole content of secretory cells involved in scent production is a deep bluish or magenta 
staining,  like  that  found  in  the  vacuoles of  the domed epidermal papillae of  the  labellum 






lateral petal with enlarged dome‐shaped papillae.  C–I,  Light micrographs of  transverse  fresh‐hand 
sections of the apical margin of the labellum. C, Without any treatment. D–F, Sections stained with 
neutral red. D, Dome‐shaped epidermal cells with pink‐stained vacuoles. E, F, Sections stained with 
neutral  red,  in  bright  field  (E)  and  under  blue  light  (F)  –  note  the  golden‐yellow  secondary 
fluorescence of  the  cytoplasm under blue  light. G, Autofluorescence of  the  labellum margin of O. 
lutea – note  the green autofluorescence detected near  the outer cell walls of  the domed papillae 
and the red‐autofluorescence of the chloroplasts in the subepidermal parenchyma cells. H, I, Section 
of  the  labellum margin of O.  fusca observed  in bright  field  (H)  and under blue  light  (I) – note  the 
yellowish‐green autofluorescence of droplets on the surface of the epidermal cells. Scale bars: 250 
µm (A); 100 µm (B); 75 µm (G–I); 50 µm (C–F). 
The  anatomical  study  corroborated  the  first  indication  given  by  the  elective  vital 
staining test that the entire margin of the labellum and the lateral petals of O. fusca and O. 
lutea are composed of secretory cells involved in the synthesis of fragrance compounds (Fig. 
III).  Indeed,  the  osmophore  in O.  fusca  and O.  lutea  is  not  restricted  to  the  labellum,  as 
initially  suggested  in  Chapter  2,  but  also  includes  the  enlarged  dome‐shaped  papillae 
occurring at the margin of the lateral petals (Figs. IIB, IIIK, L). In the labellum, the osmophore 
of both species occurs in the margin of the whole labellum, more specifically at the margin 









the  two  to  three  layers  of  subepidermal  parenchyma  cells.  The  secretory  epidermal  cells 
have  a  dense  cytoplasm  with  a  large  nucleus  at  the  base  of  the  cell  surrounded  by 
numerous starch‐rich plastids, several small vacuoles occupying the cell apex and thin cell 
walls  where  primary  pit  fields  were  occasionally  observed  (Chapter  2;  Fig.  IIIG–J).  Such 
secretory  epidermal  cells  with  starch‐rich  plastids  occur  in  the  abaxial  surface  of  the 
labellum of both  species  from  the apical margin until  the area of  the apical  region of  the 
labellum where the parenchyma reaches a maximum of four‐to‐five layers of cells in width 






the bulk of  the starch  in  the osmophores of O.  fusca and O.  lutea occurs  in  the secretory 
epidermis  (Chapter  2;  Fig.  IIIA,  G–J),  a  fact  that  is  unique  among  osmophore‐containing 
plants,  already  mentioned  by  Vogel  (1990).  Abundant  starch  is  present  in  the  early  bud 
stage  throughout  the entire  labellum, especially on  the abaxial  surface  (Chapter 2), which 
disappears  totally  from  the  non‐glandular  areas  and  continues  to  exist  in  the  secretory 
epidermal cells of the osmophore, even though in less amount,  in flowers at anthesis (Fig. 
IIIA–F).  Such  decrease  in  starch  content  is  particularly  evident  in O.  lutea  (Fig.  IIIA,  E,  F). 
Along with starch depletion, an increase in cell vacuolization also occurs in the osmophore 
tissues  during  flower  development  (Fig.  IIIA–F).  Additionally,  the  branched  vasculature 
exhibited  by  the  labellum  of  both  species  towards  the  margins  (Fig.  IIIE–G)  contrasts 
strongly with the single central vein that typically occurs in the other petals (Fig. IIID).  
Furthermore,  a  Sudan‐positive  lipophilic  secretion was  found  in  the  small  vacuoles of 
the epidermal cells of the apical labellum margin (Chapter 2) and the lateral petal margin in 
O.  lutea  (Fig.  IIIJ,  L).  Some  lipophilic  inclusions were  also  detected  by  their  golden‐yellow 
secondary fluorescence under blue light, after staining with neutral red, in the cytoplasm of 
these domed papillae (Fig. IIE, F). Translucent droplets were often observed on the surface 
of  the  domed  papillae  occurring  at  the  labellum margin  in  fresh  flowers O.  fusca,  which 



















lutea  (A)  and  in an opened  flower of O.  fusca  (B),  showing  the  secretory  tissues – note  that PAS‐
positive magenta‐stained  starch  grains  accumulate  especially  in  plastids  of  epidermal  cells  on  the 
abaxial surface of the labellum. C, D, Transverse sections of the apical region of the labellum in a late 
bud (C) and an open flower (D) of O. fusca, showing attenuate trichomes on the adaxial surface and 
dome‐shaped  to  reniform papillae with secretory  features on  the abaxial  surface. E, F, Transverse 
sections of  the  apical  region of  the  labellum  in  a  late bud  (E)  and an open  flower  (F)  of O.  lutea, 
showing domed papillae on both  labellum surfaces, but PAS‐positive  starch‐rich plastids occurring 
especially  in  the epidermal cells on the abaxial surface – note  the  increased cell vacuolization and 
the decreased starch content as flower develops. G, Paradermal section of the secretory epidermal 






a  Sudan‐positive  black‐stained  lipophilic  secretion  at  the  periphery  of  vacuoles  (arrows).  K,  L, 
Transverse sections of a lateral petal  in a  late bud of O. lutea. K, General view of the lateral petal, 
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populations,  were  put  into  gas‐washing  flasks  sealed  with  two  three‐way  PTFE  (Teflon) 














At each sampling  time, a  flow of N50 nitrogen gas at a  flow rate of 100 ml.min‐1 was 
allowed  to  pass  through  the  inflorescences  for  3 min,  in  order  to  remove  completely  the 
volatile enriched air  (headspace)  contained  in each  flask and  to  capture  it  into a polymer 
trap. Volatile organic compounds were adsorbed in polymers of Tenax‐TA and Carbopack‐B 
(60‐80 mesh,  150 mg of  each)  enclosed  into  steel  tubes  (160 mm x 5 mm).  Before being 










mm,  film  thickness  of  1  μm,  J&W  Scientific,  Folsom,  California,  USA).  The  compounds 





in  a  Tenax‐filled  silica  capillary  tube  at  ‐100⁰C  for  10  min.  Following  a  rapid  rise  of 
temperature until  220⁰C  in  3 min,  the  compounds were  injected on  the  chromatographic 









under  a  helium  flow  at  a  rate  of  50 ml.min‐1  for  5 min.  Following  thermal  desorption  of 
standards  compounds  into  the  GC  system,  their  retention  times  and  peak  areas  were 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Vestigial  refers  to  a  relative  amount  of  a  compound  that was  also  emitted  by  the  corresponding 



























5  n.d.  0  10%‐25%  1/3 
10  < 5%  3/7  < 2.5%  1/2 
11  vestigial‐65%  6/7  2.5%  1/6 
15  1%‐7%  4/7  1%‐5%  1/2 
17  2%‐5%  4/7  0.5%‐10%  2/3 
18  1%‐3%  3/7  n.d.  0 
26  < 1%  3/7  1.5%  1/6 
30  0.5%‐7%  3/7  n.d.  0 
31  3%‐7%  4/7  4%‐5%  1/3 
37  0.5%‐11%  2/7  1.5%‐30%  2/3 
38  < 1.5%  2/7  n.d.  0 
43  n.d.  0  vestigial‐7%  1/3 
45  < 2%  4/7  9%‐16%  1/3 
48  < 3%  3/7  < 1%  1/2 
49  0.7%‐8%  2/7  n.d.  0 
54  < 1%  3/7  4%‐13%  5/6 
62  < 2.5%  2/7  n.d.  0 
66  1%‐4%  4/7  2%‐4%  1/3 
70  < 1%  3/7  vestigial‐4%  5/6 
74. Thujene  1%‐5%  3/7  2%  1/6 
76. α‐Pinene  3%‐5%  2/7  5%‐45%  2/3 
77  9%‐10%  2/7  25%‐56%  1/3 
82. Sabinene  3%‐10%  3/7  2.5%‐7%  1/3 
84. β‐Pinene  vestigial‐15%  6/7  vestigial‐9%  1/2 
89. α‐Phellandrene  < 3%  6/7  n.d.  0 
93  vestigial‐1.5%  4/7  1.5%  1/6 
94. Limonene  1%‐4%  3/7  < 1.5%  1/3 
96  0.5%‐40%  6/7  1%‐3%  1/2 
100  2%‐4%  2/7  2%‐5%  1/3 
104  vestigial  4/7  0.5%  1/6 
105  1%‐18%  6/7  4%‐17%  1/2 
110  < 1%  2/7  1.5%‐6%  2/3 




117  < 1.5%  3/7  n.d.  0 
124  1.5%‐6%  5/7  2%  1/6 
130  < 1.5%  3/7  < 0.5%  1/3 
133. Myrtenol  vestigial‐3%  6/7  vestigial  1/6 
134  < 3%  3/7  n.d.  0 
136  vestigial‐3%  3/7  vestigial  1/6 
139  < 3%  3/7  n.d.  0 
140  < 5%  3/7  < 2%  1/3 















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































15.  Immersion  of  floral  organs  in  ethanol  for  examination  and  image  recording  using  a 
stereomicroscope. 

































































1.  Staining  with  Nadi  Reagent  (solution  prepared  at  the  moment  of  use),  1  h,  at  room 
temperature, in darkness. 







nascent  indophenol  blue  that  changes  its  colour  by  variation  in  pH.  Essences  appear 
















1.  Examination  of  fresh  sections  under  blue  ultraviolet  light,  using  an  epifluorescence 
microscope  equipped  with  a  high‐pressure  mercury  vapour  arc‐discharge  lamp  and 
filter blocks for UV light and blue light excitation. 
 



































































Filter  the  solution  (in  conditions  of  low  luminosity)  and  keep  it 
colourless at 4⁰C, in darkness, for 6 months. 






Expected  results  –  Starch  and  some  complex polysaccharides,  especially  in  the  compound 
middle lamella of the cell wall, are stained vivid pink. Cellulose is generally not stained. 
 









Expected  results  (O'Brien,  Feder  &  McCully,  1964;  Feder  &  Wolf,  1965)  –  RNA  (e.g. 
nucleolus)  stains  purple,  DNA  stains  blue  or  blue‐green.  Some  polyphosphates, 
polysulfates, and polycarboxylic acids, including alginic acid and pectic acids (e.g. middle 
lamella) stain red. Collenchyma, parenchyma, sieve tubes and companion cells stain red 
or  reddish  purple.  Lignin  and  some  polyphenols  (e.g.  lignified  walls  of  the  tracheary 










































































1.  Staining  with  DMB  reagent:  1%  2,4‐dimethoxybenzaldehyde  in  95%  ethanol  :  18% 
hydrochloric acid (1:1)*, 10 min. 








































Araldite 502          12 ml 
 



























































































buffer,  pH  7.2  (modified  Karnovsky’s  fixative),  1–2  h  under  vacuum  at  room 
temperature followed by 16–20 h at 4⁰C.  
2. Rinsing in the fixative buffer, 3x20 min. 























Araldite 502          12 ml 
 














2.  Submerge  grids with  ultra‐thin  sections  in  a  saturated  absolute methanolic  solution  of 
uranyl acetate (Stempak & Ward, 1964), 8–10 min. 
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